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RÉSUMÉ
L a  c a s c a d e  d e s  MAP k in a s e s  ERK1/2: i m p l ic a t io n  d a n s  l a  t r a n s f o r m a t i o n  e t  
l ’in v a s io n  d e s  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  i n t e s t i n a l e s
Par Véronique Durand
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine en vue de l’obtention du grade de maître ès
sciences (M.Sc.) en Biologie cellulaire
La cascade des MAP kinases ERK1/2 est une voie de signalisation fortement 
activée en réponse à une grande variété de stimuli externes. Elle est essentielle pour la 
prolifération de nombreux types cellulaires. Elle implique une cascade d ’événements de 
phosphorylation grâce à un module de trois kinases : la sérine/thréonine kinase Raf, les 
kinases à double spécificité MEK1/2 et finalement, les sérine/thréonine kinases ERK1/2. 
L’activation des MAP kinases ERK1/2 est permise grâce à la phosphorylation de résidus 
thréonine et tyrosine d’un motif TEY particulier par les kinases à double spécificité 
MEK1/2. ERK1/2 activées vont alors transloquer au noyau et entraîner par 
phosphorylation, l’activation de nombreux facteurs de transcription importants pour la 
progression du cycle cellulaire.
La surexpression stable d’un mutant constitutif actif de MEK1 dans une lignée 
immortalisée de cellules épithéliales intestinales cryptales de rat induit leur 
transformation. Dans un premier temps, le présent travail nous a permis d ’établir que cette 
transformation est indépendante des voies de signalisation PI3K/Akt, COX-2, 
EGFR/TGFa et de la voie Wnt/p-caténine. L’activité des ERKs est donc suffisante pour 
induire la prolifération et la transformation de ces cellules épithéliales intestinales, plus 
particulièrement, l ’activité de l’isoforme ERKlb. En plus de son implication dans la 
transformation, la cascade MEK/ERK est également essentielle pour la survie des cellules 
indépendantes d ’ancrage puisque l’inhibition de cette voie entraîne la mort de ces cellules, 
mort qui semble dépendante au moins en grande partie, de l’activation des caspases.
Nous avons aussi démontré que les cellules surexprimant le MEKca ont acquis des 
propriétés invasives. Une analyse de l’activité des MMPs par zymographie a montré que 
les MMP-2/-9 sont surexprimées, sécrétées et activées dans le milieu des cellules 
surexprimant le MEKca. Ces cellules n ’expriment toutefois pas la MMP-7, une autre 
métalloprotéase très fréquemment impliquée dans la progression tumorale intestinale.
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Seule l’inhibition de MEK par traitement avec le U0126 permet d’abolir l’expression et 
l’activité des MMP-2/-9. Par RT-PCR nous avons aussi noté une surexpression de la 
MT1-MMP, MMP très importante dans les processus d’invasion et de formation des 
métastases ainsi que pour l’activation de la proMMP-2.
Les cellules MEKca surexpriment également la SERPINE2, une protéine 
impliquée dans l’inhibition de nombreuses protéases à sérine. Cette protéine, également 
appelée protéase nexinl, est aussi exprimée dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses 
colorectales ainsi que dans une lignée de cellules qui expriment un mutant actif de K-Ras. 
Suite à une inhibition de MEK par le U 0126 (10 pM), il y a abolition de l’expression de 
la SERPINE2.
Finalement, l’activation constitutive de la cascade des MAPKs stimule aussi 
l’expression et l’activité de protéines extracellulaires pouvant conférer aux cellules 
épithéliales intestinales les propriétés d’invasion, d ’hyperprolifération et de survie.
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CHAPITRE I
INTRODUCTION
1. L ’in t e s t in
1.1 Anatomie et physiologie intestinales
L’intestin, un constituant du tube digestif, se subdivise en deux portions 
caractéristiques : l ’intestin grêle et le gros intestin (schéma 1). Il fait suite à l’estomac et 
s’étend jusqu’à l’anus. L ’intestin est le lieu principal où s’effectue la digestion et 
l’absorption des nutriments, en plus de permettre l’élimination des déchets.
Le tractus intestinal se présente comme un tube composé de 4 couches tissulaires 
principales. De la lumière vers l ’extérieur on retrouve la muqueuse, la sous-muqueuse, la 
musculeuse et la séreuse. La muqueuse, couche la plus interne, est constituée d’un 
épithélium cylindrique simple, d ’un chorion de tissu conjonctif et d ’une musculaire 
muqueuse. Celle-ci est suivie d’une sous-muqueuse contenant un tissu conjonctif lâche 
qui renferme des vaisseaux sanguins, des fibres nerveuses et des follicules lymphatiques. 
La couche suivante nommée musculeuse est pour sa part composée de deux couches 
musculaires lisses. Finalement, la couche externe du tractus intestinal est la séreuse, un 
épithélium pavimenteux simple recouvrant une couche de tissu conjonctif (ULFIG, 2006).
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Schéma 1 : Subdivisions anatomiques de l’intestin grêle et du gros intestin.
/
Suite à l’ingestion de nourriture, les aliments vont passer successivement dans divers 
compartiments du tube digfgtif grâce aux ondes péristaltiques. Les aliments sont tout 
d’abord acheminés à l’estomac qui déverse ensuite son contenu dans l’intestin grêle au 
niveau du duodénum. Le bol alimentaire parcourra ensuite le jéjunum et l’iléon pour 
aboutir dans le gros intestin (caecum, côlons ascendant, transverse, descendant et 
sigmoïde puis le rectum et le canal anal).
Tiré et modifié du Larousse Médical, 2000.
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L’intestin grêle est le site majeur où s’effectue les fonctions de digestion et 
d’absorption des nutriments. Il est constitué de 3 segments : le duodénum, le jéjunum et 
l’iléon. L’intestin grêle remplit ses fonctions en grande partie grâce à sa longueur (environ 
7 mètres) et à certaines particularités anatomiques au niveau de sa paroi. Parmi les 
particularités structurelles de la paroi, notons d ’abord la présence de replis au niveau de la 
muqueuse et de la sous-muqueuse. Ensuite, il y a les villosités intestinales qui font saillie 
dans la lumière intestinale. Ces deux structures augmentent de beaucoup la surface 
d’absorption des nutriments. Finalement, au niveau des villosités on retrouve 
principalement des entérocytes qui eux comprennent, du côté apical, de minuscules 
saillies de la membrane plasmique nommées microvillosités. Ces dernières forment la 
bordure en brosse qui, en plus d’augmenter la surface de contact pour l’absorption des 
nutriments, contiennent certaines enzymes digestives intestinales permettant d’achever la 
digestion des nutriments. Finalement, entre les villosités se retrouvent les cryptes 
intestinales, appelées également les cryptes de Liberkühn. Ces dernières sont des 
invaginations tubulaires de l’épithélium dans le chorion de la muqueuse (ULFIG, 2006). 
Ces particularités favorisent ainsi un contact étroit et prolongé entre, d’une part, le bol 
alimentaire et les enzymes digestives (digestion) et d’autre part, entre les produits de la 
digestion et la muqueuse intestinale (absorption des nutriments).
Le duodénum est le segment initial de l’intestin grêle. Malgré le fait qu’il 
représente la portion la plus courte de ce dernier, il n ’en demeure pas moins qu’il possède 
un rôle inestimable au niveau du processus digestif, en raison, entre autres, de 
l’abouchement des conduits biliaires et pancréatiques qui y déversent de nombreuses 
enzymes digestives pancréatiques et la bile (un agent émulsionnant des graisses) facilitant
3
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leur digestion. Après un court séjour dans le duodénum, le bol alimentaire partiellement 
digéré poursuivra son parcours grâce aux ondes péristaltiques provoquées par les fibres 
musculaires lisses involontaires présentes dans la paroi intestinale. Il parviendra ainsi au 
niveau de la seconde portion de l’intestin grêle, le jéjunum. Ce dernier correspond au site 
majeur de digestion grâce à sa structure fortement repliée et remplie de nombreuses 
villosités. Finalement, il aboutira à l’iléon, portion terminale de l’intestin grêle, qui est 
caractérisée par un grand nombre de formations lymphoïdes (plaques de Peyer).
Le gros intestin fait suite à l ’iléon et il est lui aussi constitué de divers segments 
distincts. Malgré une longueur plus courte que l’intestin grêle (environ deux mètres), il 
possède cependant un plus gros diamètre. Il débute par le caecum et est suivi des côlons 
ascendant, transverse, descendant et sigmoïde pour finalement se terminer par le rectum 
qui lui débouche dans le canal anal. Le rôle du gros intestin consiste principalement en la 
réabsorption de l’eau et des sels minéraux contenus dans les résidus alimentaires non 
digérés et à les éliminer de l’organisme, sous une forme semi-solide : les fèces. Il permet 
également l’absorption de vitamines synthétisées par la flore bactérienne colique. La 
fonction du gros intestin est bien différente de celle de l’intestin grêle, il n ’est donc pas 
surprenant qu’ils se distinguent morphologiquement et fonctionnellement.
La paroi du gros intestin se distingue de celle de l’intestin grêle, entre autres, par 
l ’absence de villosités et de cellules sécrétrices d ’enzymes digestives. De plus, la paroi 
colique possède un plus grand nombre de cellules caliciformes, des cellules spécialisées 
qui sécrètent un mucus afin de faciliter le passage des fèces dans le gros intestin jusqu’à 
son extrémité terminale, tout en protégeant la paroi intestinale des divers produits
4
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bactériens. Finalement, les cryptes au niveau du gros intestin sont beaucoup plus 
profondes.
1.2 L’axe crypte-villosité : unité fonctionnelle de l’intestin grêle
L’épithélium de la muqueuse intestinale est composé de deux compartiments 
distincts, les villosités et les cryptes. Ces deux régions différentes forment la structure 
fonctionnelle de l’intestin : l ’axe crypte-villosité (schéma 2). L’épithélium de la muqueuse 
de type cylindrique simple est constitué de 4 types cellulaires différenciés et spécialisés 
provenant tous des cellules souches multipotentes qui sont logées à la base des cryptes. La 
crypte est souvent considérée comme étant le compartiment prolifératif alors que la 
villosité représente le compartiment des cellules différenciées (PINTO et CLEVERS, 
2005). Les cellules de cet épithélium se renouvellent environ aux quatre à cinq jours 
(WRIGHT et IRWIN, 1982).
1.2.1 Types cellulaires
Suite à la division des cellules souches ancrées dans le premier tiers des cryptes, 
ces dernières vont donner naissance à une population intermédiaire de cellules filles. Les 
cellules ainsi produites vont générer encore plus de cellules filles suite à de nombreux 
cycles de division cellulaire. Cette nouvelle population cellulaire va s’accumuler dans le 
tiers moyen des cryptes et entamer un processus de différenciation afin que chaque 
cellule, déjà prédéterminée, puisse acquérir sa fonction spécifique (PINTO et CLEVERS,
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Schéma 2 : L’axe crypte-villosité.
L’épithëlium de l’intestin grêle est organisé en deux compartiments structurellement et 
fonctionnellement distincts: la crypte (compartiment prolifératif) et la villosité 
(compartiment différencié).
Tiré de RADTKE et CLEVERS, 2005.
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2005). Les cellules filles peuvent se différencier en quatre types de cellules 
épithéliales différents : les entérocytes (cellules absorbantes), les cellules caliciformes, les 
cellules de Paneth et finalement, les cellules entéroendocrines (schéma 3). Le processus 
de différenciation se complète en même temps que les cellules poursuivent leur migration. 
D ’une part, les cellules de Paneth vont migrer vers le bas des cryptes alors que les trois 
autres types cellulaires différenciés vont migrer le long de l’axe villositaire jusqu’à l’apex. 
Rendues au sommet des villosités, les cellules épithéliales différenciées sont expulsées 
dans la lumière. Ces cellules seront éventuellement éliminées puis remplacées par d ’autres 
(HALL et al, 1994).
1.2.1.1 Les entérocytes
Les entérocytes sont les cellules absorbantes de l’intestin. Elles sont les principales 
cellules présentes au niveau des villosités. Ce sont des cellules cylindriques caractérisées 
par la présence de microvillosités au niveau de leur pôle apical, formant ainsi la bordure 
en brosse et permettant une plus grande surface d’absorption des nutriments. Ces 
microvillosités sont recouvertes d’une couche glycoprotéique qu’on appelle le glycocalyx 
et qui contient de nombreuses enzymes comme la lactase-phlorizine, la sucrase- 
isomaltase, les peptidases, les lipases, la phosphatase alcaline, importantes pour la 
digestion et le transport de molécules (STEVENS et LOWE, 1997).
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Schéma 3 : Types cellulaires de l’cpithélium de l’intestin grêle et localisation au sein
de la muqueuse.
y
L’intestin grêle renferme une population de cellules souches multipotentes présentes à la 
base des cryptes et qui donne naissance à quatre types de cellules différenciées : les 
entérocytes (cellules absorbantes), les cellules caliciformes et les cellules 
entéroendocrines présentes au niveau des villosités et finalement, les cellules de Paneth 
localisées dans le fond des cryptes.
Tiré de RADTKE et CLEVERS, 2005.
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1.2.1.2 Les cellules caliciformes
Les cellules caliciformes sont disséminées au niveau des villosités et spécialisées 
dans la sécrétion de mucus. Le mucus ainsi produit joue un rôle protecteur tout en 
permettant de faciliter le cheminement du contenu intestinal le long de l’intestin.
1.2.1.3 Les cellules de Paneth
Un troisième type cellulaire issu de la division des cellules souches consiste en une 
population de cellules nommées cellules de Paneth. Ces dernières ont comme première 
caractéristique d’être logées dans le compartiment cryptai contrairement aux autres types 
cellulaires différenciés (schéma 3). Malgré cette localisation, il n ’en demeure pas moins 
que ces cellules constituent une population pleinement différenciée et non proliférative. 
Les cellules de Paneth possèdent également comme autre caractéristique, de renfermer 
dans leur portion apicale des granules contenant des enzymes antibactériennes et 
possiblement, des enzymes protéolytiques (peptidases). Parmi ces produits de sécrétion, 
nous retrouvons les cryptidines, les défensines et le lysozyme (PORTER et a l , 2002).
1.2.1.4 Les cellules entéroendocrines
Finalement, l’épithélium de l’intestin grêle est également le siège d’une quatrième 
population cellulaire : les cellules entéroendocrines. Ces dernières sont caractérisées par la 
présence, dans leur région basale, de granules contenant des hormones peptidiques 
comme la cholecystokinine, la substance P ou la sécrétine (HOCKER et 
WIEDENMANN, 1998).
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1.3 La crypte colonique : unité fonctionnelle du gros intestin
Le côlon se distingue de l’intestin grêle à la fois histologiquement et 
fonctionnellement. Il est un organe spécialisé dans l’absorption d’eau et de sels minéraux 
ainsi que dans la sécrétion de mucus; il permet donc, par sa structure et sa composition, de 
transformer les résidus liquides en provenance du grêle en un matériau plus solide et non 
digestible, les fèces. Le mucus sécrété en abondance pourra ainsi faciliter le passage de 
ce contenu solidifié. Malgré une structure générale en quatre couches assez semblable à 
celle présente au niveau de l’intestin grêle, le côlon présente cependant des différences 
structurales majeures au niveau de sa muqueuse qui consistent en l’absence de villosités et 
la présence d’une forte densité de cryptes profondes (ULFIG, 2006) (schéma 4). 
L’épithélium de type cylindrique simple présent au niveau de la muqueuse du gros 
intestin présente une surface plate parsemée d’invaginations tubulaires droites qui 
s’étendent jusqu’à la musculaire muqueuse (STEVENS et LOWE, 1997).
1.3.1 Types cellulaires
Comme c’était le cas pour l’intestin grêle, la muqueuse colonique renferme 
plusieurs types cellulaires. Encore ici, des cellules souches sont localisées à la base des 
cryptes et donnent naissance à trois types cellulaires : les colonocytes, les cellules 
caliciformes et les cellules endocrines coliques (STEVENS et LOWE, 1997).
10
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Schéma 4 : La crypte colonique et l’axe crypte villosité de l’intestin grêle de souris.
7
Sur des coupes histologiques d’intestin grêle et de côlon de souris adulte, le côlon se 
différencie structurellement de l’intestin grêle par la présence de cryptes très profondes et 
l’absence de villosités. Sa muqueuse se présente comme une surface plate avec des 
invaginations profondes et tubulaires.
Tiré de PINTO et CLEVERS, 2005.
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1.3.1.1 Colonocytes
La muqueuse du côlon est constituée de cellules épithéliales cylindriques appelées 
colonocytes. Ces dernières sont les cellules les plus répandues dans le gros intestin et ont 
pour fonction l’absorption de l’eau et des sels minéraux. Contrairement aux entérocytes 
présents dans la muqueuse de l’intestin grêle, les colonocytes du côlon ne possèdent 
aucune enzyme expliquant pourquoi ces cellules ne jouent pas de rôle dans la dégradation 
et la digestion (STEVENS et LOWE, 1997).
1.3.1.2 Cellules caliciformes
Les cellules caliciformes du côlon sont caractérisées par la présence d’une grande 
quantité de granules de mucine. Les mucines ainsi libérées dans la lumière intestinale 
faciliteront le passage des fèces rendues solides, en lubrifiant la paroi interne du côlon.
1.3.1.3 Cellules endocrines
Le dernier type cellulaire rencontré dans cette portion du tube digestif est la cellule 
endocrine. Au niveau du gros intestin, les cellules endocrines sont relativement peu 
nombreuses et se retrouvent dispersées parmi les autres types cellulaires. Elles 
contiennent de nombreuses substances dont la substance P, l ’entéroglucagon et la 
somatostatine (STEVENS et LOWE, 1997).
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1.4 Régulation de la prolifération cellulaire épithéliale intestinale
L’intestin est caractérisé par la présence de cellules souches pluripotentes au 
niveau des cryptes. Ces cellules se divisent continuellement et donnent naissance à des 
cellules-filles qui se divisent toutes les douze à seize heures, générant ainsi environ deux 
cents cellules par crypte chaque jour (SANCHO et al., 2004). Le renouvellement de 
l’épithélium intestinal est un phénomène finement régulé et coordonné par de nombreuses 
protéines présentes au sein du cycle cellulaire et de nombreuses voies de signalisation qui 
permettent, chacune à leur façon, de transmettre les signaux en provenance du milieu 
extracellulaire vers l ’intérieur des cellules. Ces événements de signalisation sont des 
processus finement régulés par deux types protéiques importants : les kinases et les 
phosphatases. Au niveau intestinal, plusieurs voies de signalisation sont reconnues pour 
avoir un impact sur la progression du cycle cellulaire. C’est le cas entre autres des voies 
de signalisation Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt, Wnt/p-caténine, COX-2/PG et Notch.
1.4.1 Le cycle cellulaire
Tout au long de leur vie, certaines cellules vont osciller entre des états de 
prolifération et de non-prolifération. Afin de se diviser, les cellules ont besoin de 
conditions adéquates. En absence de conditions optimales, ces dernières vont demeurer 
quiescentes; elles restent alors dans un état non prolifératif tout en étant actives 
métaboliquement. Ceci leur permet quand même d’assurer leurs fonctions. Le passage des 
cellules à un état prolifératif nécessite la mise en branle du cycle cellulaire.
13
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1.4.1.1 Phases du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire peut être décomposé en quatre phases qui sont : la phase G1 
(Gapl ou pause 1), la phase S (synthèse d’ADN), la phase G2 (Gap2 ou pause 2) et 
finalement, la phase M (mitose) (schéma 5). La durée du cycle cellulaire est très variable 
selon le type cellulaire. Lorsqu’une cellule est quiescente, elle est en phase GO. Ceci 
indique une absence de conditions favorables pour assurer son entrée dans le cycle 
cellulaire et par conséquent, sa prolifération. En réponse aux facteurs de croissance, la 
cellule pourra alors quitter cet état de quiescence et entrer dans le cycle cellulaire au 
niveau de la phase G l. C’est d ’ailleurs la seule étape du cycle cellulaire qui est 
dépendante de l’action des facteurs de croissance; après avoir franchi cette étape, les 
cellules ne semblent plus dépendantes des signaux mitogéniques et elles continuent leur 
progression dans le cycle. La phase G l consiste à augmenter le contenu protéique de la 
cellule. Une fois cette étape terminée, la cellule peut ensuite passer en phase S, phase de 
synthèse d’ADN dans laquelle elle répliquera cette fois son ADN. Elle passera donc de 
cellule diploïde à cellule tétraploïde. Vient ensuite la phase de préparation à la mitose ou 
phase G2. Durant cette phase, la chromatine se condense pour former des chromosomes 
qui permettront de faciliter la séparation de l’ADN entre les deux cellules-filles 
éventuellement formées. Le cycle cellulaire se complète finalement par la division de la 
cellule en deux cellules-filles lors de la phase M ou mitose. La mitose permet une 
répartition égale du contenu cellulaire répliqué entre les deux cellules-filles.
14
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Schéma 5 : Les phases du cycle cellulaire.
Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases distinctes : la phase G l (gapl ou pause 1), 
la phase S (synthèse d’ADN), la phase G2 (gap2 ou pause 2) et la phase M (mitose). 
Modifié de Signal transduction, 2002.
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1.4.1.2 Régulateurs moléculaires du cycle cellulaire
La prolifération cellulaire constitue un processus finement contrôlé par plusieurs 
protéines régulatrices pouvant être classifiées en deux catégories : les cyclines et les Cdk. 
Ces dernières vont s’assembler pour former des complexes précis et spécifiques. La 
première catégorie renferme une famille de protéines qui, comme leur nom l’indique, 
possèdent une expression cyclique. Les cyclines constituent donc la sous-unité régulatrice 
de ces complexes protéiques. Les Cdk appartiennent pour leur part, à une famille de 
sérine/thréonine kinases et constituent la sous-unité catalytique, en raison de leur 
activité kinase. L’expression de ces dernières est généralement constitutive mais leur 
activité est régulée par la présence et leur association subséquente à leurs partenaires, les 
cyclines. Cependant, cette unique association des deux protéines n ’est pas suffisante à 
l’activation du complexe et nécessite également une phosphorylation par la CAK (schéma 
6). Lorsqu’une cellule quiescente entre dans le cycle cellulaire, les signaux mitogènes 
induisent la transcription des gènes encodant les cyclines D et ces dernières peuvent alors 
s’associer à leurs partenaires catalytiques Cdk4 et Cdk6 afin de promouvoir la 
progression en phase G 1 (SHERR, 1993).
La progression du cycle cellulaire est donc assurée par la formation de complexes 
précis et spécifiques entre différentes cyclines et différentes Cdk. Les Cdk caractérisées 
jusqu’à maintenant sont les Cdk 1 à 7. Du côté des cyclines, on retrouve les cyclines A 
(sous-types 1, 2 et 3), B (sous-types 1 et 2), C, D (sous-types 1, 2 et 3), E, F, G et H. 
Évidemment, il est entendu que toute cycline ne peut pas s’associer avec n ’importe quelle 
Cdk. Les associations possibles et connues jusqu’à maintenant sont les suivantes : Cdk 1
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Schéma 6 : Activation et inactivation des complexes cycline/Cdk.
L’activation des complexes cycline/Cdk nécessite d’abord une association entre une 
cycline et sa Cdk correspondante puis une phosphorylation de ce complexe par la kinase 
CAK. Plusieurs mécanismes sont mis à la disposition des cellules pour mettre un frein à 
l’activité de ces complexes : la dégradation de la cycline dont l’expression est cyclique et 
non constitutive, l’hyperphosphorylation transitoire et l’association d’un inhibiteur du 
cycle cellulaire de la famille des INK ou des CIP/KIP.
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avec la cycline B, Cdk2 avec les cyclines A ou E, Cdk4 et 6 avec la cycline D et 
finalement, Cdk7 avec la cycline H.
En plus d’une spécificité d’association entre les différents partenaires des 
complexes, il existe aussi une variation cyclique et coordonnée quant à l’apparition de ces 
complexes à des phases précises du cycle cellulaire (schéma 7). Une des étapes cruciales 
dans la progression du cycle cellulaire en phase S est le passage du point de restriction 
présent à la fin de la phase G l. Cet événement est conditionné par la présence de signaux 
mitogènes et il est accompli grâce à l’activation de deux types de complexes 
cycline/Cdk : d’abord le complexe cycline D/Cdk4, 6 puis le complexe cycline E/Cdk2. 
L’activation de ces derniers va permettre l ’hyperphosphorylation de la protéine du 
rétinoblastome (pRb), événement essentiel à la libération des facteurs de transcription 
E2F qui sont normalement séquestrés par la protéine Rb hypophosphorylée. Ces facteurs 
de transcription ainsi relâchés vont assurer la transcription de gènes indispensables pour 
l’entrée en phase S. Parmi les protéines codées par ces gènes, nous retrouvons entre autres 
l’ADN polymérase a, la thymidine kinase ainsi que la dihydrofolate réductase, trois 
enzymes impliquées dans la réplication de l’ADN (POMMIER et KOHN, 2003).
1.4.1.3 Mécanismes d’inhibition du cycle cellulaire
Plusieurs mécanismes sont mis à la disposition des cellules afin de mettre un terme 
à l’activité des différents complexes cycline/Cdk (schéma 6). Le premier moyen 
comprend la dégradation de la cycline par un mécanisme ubiquitine-dépendant (KING et 
al., 1996). Une seconde façon consiste en une hyperphosphorylation de la Cdk par des
18
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Schéma 7 : Complexes cycline/Cdk présents à des phases précises du cycle cellulaire.
Modifié de Signal transduction, 2002.
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kinases comme W eel sur la Tyrl5 et Mytl sur les résidus Thrl4 et Tyrl5 (MUELLER et 
al., 1995). Finalement, une dernière alternative réside dans l’activité d ’inhibiteurs du 
cycle cellulaire ou CKI (Cyclin-dependent Kinase Inhibitors).
On retrouve deux groupes d’inhibiteurs du cycle cellulaire qui se distinguent par 
leur mécanisme d’action et leur spectre d’activité: la famille des INK4 (inhibitors of 
Cdk4), nommés ainsi en raison de leur capacité à inhiber spécifiquement les sous-unités 
catalytiques Cdk4,6 et la famille des CIP/KIP (SHERR et ROBERTS, 1999). La première 
famille comporte quatre membres : p l5 INiC4B, p l ô ^ 4^  p lS 1^ 40 et p l9 INK4D qui ont pour 
cibles Cdk4 et Cdk6. En s’associant à la sous-unité Cdk, les inhibiteurs de la famille des 
INK4 vont donc prévenir l ’association entre la cycline D et les Cdk4,6.
La famille d’inhibiteurs CIP/KIP comporte pour sa part trois membres : p21Cip, 
p27Kipl et p57Kip2 qui eux, vont s’associer au complexe cycline/Cdk pour former des 
hétérotrimères (POMMIER et KOHN, 2003). Ils sont à la fois capables de lier les deux 
sous-unités (CHEN et al., 1995). Ils vont soit empêcher l’activité du complexe déjà 
activé soit empêcher l’activation par phosphorylation par la CAK (SHERR et ROBERTS,
1995). Les membres de cette famille présentent un spectre d ’activité plus large étant à la 
fois capables d ’inhiber l’activité des complexes cycline E/Cdk2, cycline D/Cdk4,6, 
cycline A/Cdk2 et cycline B/Cdkl (p21Cip). De plus, les inhibiteurs CIP/KIP, lorsque 
exprimés faiblement, peuvent également agir d ’activateurs du cycle cellulaire en 
promouvant l’assemblage des complexes cyclineD/Cdk (LABAER et al., 1997).
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1.4.2 La signalisation par les kinases
La régulation de la prolifération cellulaire est un processus assez complexe qui est 
médié par de nombreuses voies de signalisation au sein desquelles entrent en jeu  plusieurs 
protéines présentant une fonctionnalité particulière. Dans la majorité de ces voies de 
signalisation, l’acheminement du signal extracellulaire jusqu’au noyau est permis grâce à 
l ’activation successive d’une multitude de protéines kinases. Ces dernières constituent la 
plus grande famille d’enzymes impliquées dans la transduction du signal (SHEN et al., 
2005). Elles sont encodées par environ 2% des gènes eucaryotes et, basé sur les 
prédictions du séquençage du génome humain, il existerait environ cinq cents kinases 
humaines.
Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupement 
phosphate de l’ATP à des résidus d ’acide aminé présents sur leurs substrats. Elles 
permettent ainsi par phosphorylation, l’activation et/ou l’inhibition de leurs substrats. Les 
kinases sont dénommées d’après le résidu d’acide aminé qu’elles phosphorylent. Les 
principaux groupes ciblés par la phosphorylation par les kinases sont le groupe alcoolique 
contenu dans les résidus sérine et thréonine ainsi que le groupe phénolique présent sur le 
résidu tyrosine (DHANASEKARAN et PREMKUMAR REDDY, 1998). Tout dépendant 
de la spécificité des acides aminés substrats, les protéines kinases sont de trois types: les 
sérine/thréonine kinases, les tyrosine kinases et les kinases à double spécificité.
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1.4.2.1 Les sérine/thréonine kinases
Comme leur nom l’indique, cette famille de kinase renferme une catégorie de 
membres capables de phosphoryler le groupement hydroxyle présent sur les résidus sérine 
et/ou thréonine. La famille des sérine/thréonine kinases constitue le plus important groupe 
de kinases. Parmi celui-ci, on compte de nombreuses kinases dont Raf, la PKA, la PKB 
(Akt), la PKC, les MAPKs ERK, p38 et JNK, la GSK3, les Cdk et plusieurs autres.
1.4.2.2 Les tyrosine kinases
Les protéines tyrosine kinases (PTK) sont des enzymes qui catalysent le transfert 
de groupes phosphate sur le groupe hydroxyle de résidus tyrosine spécifiques présents 
dans diverses protéines. Les PTK peuvent être divisées en deux groupes selon la présence 
ou l’absence de domaines extracellulaire et membranaire. À cette fin, on distingue les 
récepteurs à activité tyrosine kinase comme plusieurs récepteurs de facteurs de croissance 
(REGF, RVEGF, RPDGF, RIGF-1) et les protéines tyrosine kinases non récepteurs, parmi 
lesquelles on retrouve les membres des familles Src, Jak, Fak et Abl. Les gènes encodant 
les PTK sont très peu nombreux comparativement à ceux qui codent pour les 
sérine/thréonine kinases. Environ 17% des gènes codant pour toutes les protéines kinases 
du génome humain sont destinés à l’expression des PTK (ROBINSON et al., 2000) et 
trente-deux gènes encodent plus particulièrement pour les PTK non récepteurs 
(TSYGANKOV, 2003).
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1.4.2.3 Les kinases à double spécificité
Cette dernière famille de kinases renferme des membres qui ont la particularité de 
pouvoir phosphoryler autant les motifs consensus des sérine/thréonine kinases que ceux 
des tyrosine kinases (LINDBERG et al., 1992). Les kinases MEK1/2, également appelées 
MAPKK1/2, font partie de cette famille. Ces enzymes reconnaissent et phosphorylent un 
motif TXY particulier présent sur leurs substrats.
1.4.3 Principales voies de signalisation impliquées dans la prolifération 
épithéliale intestinale
Comme il a été abordé précédemment, l ’épithélium intestinal constitue un système 
dynamique en constant renouvellement. Pour assurer cette régénération épithéliale, il est 
donc très important pour les cellules de permettre aux signaux mitogéniques 
extracellulaires de parvenir jusqu’au noyau. Dans le but d ’en arriver à cette fin, plusieurs 
voies de signalisation sont mises en branle à l’intérieur de ces cellules. Parmi les voies de 
signalisation importantes connues pour la prolifération épithéliale intestinale, on 
retrouve : la voie des MAPKs ERKs, la voie PI3K/Akt, la voie Wnt/p-caténine, la voie 
COX-2/PGs et la voie de Notch.
1.4.3.1 La voie des MAPKs ERKs (et du REGF/TGFa)
La cascade des MAP kinases ERK1/2 est une voie de signalisation fortement 
activée en réponse aux facteurs de croissance et autres mitogènes. Cette cascade est 
reconnue pour être essentielle pour la prolifération de nombreux types cellulaires entre 
autres pour les fïbroblastes (PAGES et al., 1993). En plus d’influencer la prolifération, il a
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également été démontré par notre groupe que cette cascade était requise pour la 
différenciation des cellules intestinales humaines (ALIAGA et al., 1999). La voie de 
signalisation des MAPKs ERKs implique une cascade d’événements de phosphorylation 
grâce à un module de trois kinases : la sérine/thréonine kinase Raf, les kinases à double 
spécificité MEK1/2 et finalement, les sérine/thréonine kinases ERK1/2 (schéma 8).
Suite à l’activation d’un récepteur à activité tyrosine kinase ou d’un récepteur 
couplé à une protéine G par des facteurs de croissance ou des hormones, il y a tout 
d’abord activation de la petite protéine G de la famille Ras par stimulation de l’échange 
du GDP par le GTP, ce qui convertit Ras à sa conformation active. Ce processus relève du 
recrutement des facteurs d’échange GDP/GTP à la membrane cellulaire, à l’endroit où 
Ras est ancré. Le facteur d’échange de Ras, SOS (son of sevenless) est entraîné à la 
membrane cellulaire par la protéine adaptatrice Grb2 qui reconnaît les sites de liaison 
phosphorylés sur tyrosine et qui sont localisés sur les récepteurs eux-mêmes ou sur des 
substrats des récepteurs. Ras fonctionne comme une protéine adaptatrice qui se lie à la 
kinase Raf avec une grande affinité et qui provoque sa translocation à la membrane 
cellulaire, où prendra place son activation. Les protéines R af sont des sérine/thréonine 
kinases. L’activation de certaines isoformes de Raf nécessitera en plus des phénomènes de 
déphosphorylation par des phosphatases et de phosphorylation par des kinases 
(MORRISON et CUTLER, 1997; HAGEMANN et RAPP, 1999). Cette kinase va ensuite 
phosphoryler et activer MEK1/2 par phosphorylation de deux résidus sérine (ser218 et 
ser222) (SEGER et al., 1992). Ces dernières kinases vont à leur tour, activer les MAP 
kinases ERK1/2, par phosphorylation d ’un résidu thréonine et d ’un résidu tyrosine d ’un 
motif TXY particulier soient les Thr202 et Tyr204 pour ERK1 ainsi que les Thr 183 et
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Schéma 8 : La voie de signalisation des MAPKs.
La stimulation des récepteurs des facteurs de croissance entraîne l’activation de Ras par 
substitution du GDP par le GTP. Ras activé va par la suite permettre l’activation de la 
kinase Raf qui à son tour, va phosphoryler et activer les kinases MEK1/2. Ces dernières 
vont phosphoryler les MAPKs ERK1/2 (p44/p42 MAPK) qui une fois activées, vont agir 
sur plusieurs cibles cytoplasmiques et nucléaires dont plusieurs facteurs de transcription. 
Tiré et modifié du site internet de Cell Signaling 2006 (www.cellsignal.com).
25
Reproduced  with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
Tyrl85 pour ERK2 (PAYNE et al, 1991). Cette double phosphorylation est essentielle à 
leur activation. Elle permet un changement de conformation des ERKs 
(CANAGARAJAH et a l, 1997) et aussi, elle force le détachement des deux protéines 
(WOLF et a l, 2001). Ces kinases à double spécificité sont jusqu’à présent les seules 
kinases reconnues comme étant capables d’activer ERK1/2 (BOULTON et al, 1990; 
BOULTON et a l, 1991) ainsi que les variants d’épissage alternatif de ces gènes incluant 
ERKlb (YUNG et a l, 2000) et ERKlc (AEBERSOLD et al, 2004).
Suite à leur activation, les MAP kinases ERK1/2 pourront phosphoryler plusieurs 
substrats. Ce sont des kinases qui possèdent une action dirigée contre les prolines; c’est-à- 
dire qu’elles phosphorylent des résidus sérine ou thréonine voisins de résidus proline 
(SEGER et KREBS, 1995). Jusqu’à maintenant, ERK1/2 possèdent plus de 150 substrats 
identifiés pouvant être catégorisés en différentes classes : les facteurs de transcription, les 
protéines kinases et phosphatases, les protéines du cytosquelette et d’échafaudage, les 
récepteurs et molécules de signalisation, les protéines reliées à l’apoptose et finalement, 
les autres substrats (YOON et SEGER, 2006). Bien qu’environ la moitié des substrats 
soient localisés au noyau, on en retrouve également à d’autres endroits, comme par 
exemple la kinase p90RSK (BLENIS, 1993) et la phospholipase A2 (LIN et a l, 1993) au 
niveau du cytosol et le REGF au niveau de la membrane plasmique (NORTHWOOD et 
al, 1991). La phosphorylation par les ERKs peut induire différents effets moléculaires. 
Dans plusieurs cas, la phosphorylation entraînera un changement de conformation du 
substrat ce qui induira son activation alors que dans d ’autres situations, elle régulera 
plutôt son association avec d’autres molécules, sa localisation ou entraînera sa 
dégradation et son inhibition (CHUDERLAND et SEGER, 2005). Il a aussi été démontré
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que les ERKs pouvaient également influencer leurs substrats d’une manière indépendante 
de la phosphorylation, par une interaction protéine-protéine directe. C’est le cas entre 
autres de l’activation de la topoisomérase lia  par les ERKs (SHAPIRO et al., 1999).
Il a été prouvé que seule une stimulation soutenue des ERKs par les mitogènes 
permet la translocation nucléaire des ERKs et une entrée des cellules dans le cycle 
cellulaire (PAGES et al., 1993). Par conséquent, l’activation des ERKs aura un impact 
positif sur la progression en phase G l entre autres suite à la phosphorylation et la 
modulation de l’activité transcriptionnelle de nombreux facteurs de transcription 
importants pour l’expression de gènes nécessaires à la prolifération cellulaire. Parmi les 
facteurs impliqués, on retrouve c-Fos, Elk-1, c-Ets-1, c-Ets-2 et c-myc (TREISMAN,
1996). Par ailleurs, notre groupe a démontré que l’activation des ERK1/2 par l’EGF ou le 
sérum était nécessaire à la synthèse d’ADN dans les cellules épithéliales intestinales 
cryptales. De plus, la progression du cycle, suite à l’activation des ERK1/2, est permise 
par stimulation de la synthèse protéique et de la cycline D1 ainsi que par la régulation 
négative de p27kipl, l ’inhibiteur du cycle cellulaire (ALIAGA et al., 1999; RIVARD et al., 
1999). Tous ces phénomènes concourent ainsi à la progression de ces cellules dans le 
cycle cellulaire.
Il existe plusieurs isoformes pour chacune des composantes de la cascade 
Ras/Raf/MEKK/ERK. Tout d ’abord, on retrouve les isoformes K-Ras (K-Ras4A et K-Ras 
4B), N-Ras et H-Ras (LOWY et WILLUMSEN, 1993). Pour ce qui est de la protéine Raf, 
elle fait partie d’une famille de trois isoformes: A-Raf, B-Raf et C-Raf (Raf-1) 
(HAGEMANN et RAPP, 1999). Les 3 isoformes de Raf partagent Ras comme activateur
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commun en amont et MEK comme le seul substrat commun accepté en aval. Il est 
reconnu que Raf peut activer autant MEK1 que MEK2 (aussi appelées MAPKK1 et 
MAPKK2). Les essais expérimentaux suggèrent cependant un couplage préférentiel entre 
certaines isoformes de Raf et de MEK. C’est le cas entre autres de A-Raf qui activerait 
plus spécifiquement MEK1 tout comme B-Raf alors que C-Raf lui, ne semble pas 
posséder de préférence en ce qui a trait à la liaison et l’activation des isoformes MEK 
(SCHAEFFER et WEBER, 1999). Bien que l’isoforme Raf-1 ait été initialement 
identifiée comme la principale isoforme associée à la prolifération des cellules dépendante 
de la voie MEK/ERK, plusieurs évidences semblent maintenant suggérer que B-Raf soit 
l’isoforme principale dans plusieurs conditions (WELLBROCK et al., 2004).
Du côté des kinases MEK, on retrouve les isoformes MEK1 et MEK2. Comme il a 
été mentionné précédemment, ces dernières sont activées par phosphorylation de deux 
résidus sérine distincts et sont capables d’activer leurs seuls substrats connus, ERK1 et 
ERK2 avec un rendement similaire. Dans les cellules quiescentes, les ERKs sont retenus 
au cytosol par leur association avec MEK (FUKUDA et al., 1997; RUBINFELD et al., 
1999). Les isoformes ERK1/2 sont exprimées de façon ubiquitaire (AHN et al., 1990; 
MARSHALL,1995; SEGER et KREBS, 1995) et partagent les mêmes substrats mais ne 
semblent pas avoir physiologiquement autant d’importance. Des études avec des souris 
dans lesquelles les gènes ERK1 ou ERK2 ont été invalidés démontrent que ERK2 est 
capable de compenser pour la plupart des fonctions de ERK1, mais ERK1 est incapable 
de compenser pour la perte de ERK2. Cette invalidation de ERK2 est alors létale à un 
stade embryonnaire précoce (SABA-EL-LEIL et al., 2003).
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Comme il a été mentionné précédemment, une bonne façon d’activer cette cascade 
demeure l’activation des récepteurs de facteurs de croissance, comme le récepteur de 
l’EGF, un facteur de croissance bien connu pour les cellules épithéliales intestinales. Il 
existe quatre types de récepteurs participant à la signalisation du récepteur à l’EGF: le 
REGF, premier récepteur découvert, ainsi que les récepteurs erbB2, erbB3 et erbB4 
(PRENZEL et a l, 2001; YARDEN et SLIWKOWSKI, 2001; HOLBRO et a l, 2003). 
Cette famille de récepteurs, à l’exception du récepteur erbB2, démontre une interaction de 
grande affinité pour les ligands contenant des domaines de l’EGF (SEWELL et a l, 2005). 
Le REGF est activé suite à la liaison de sept ligands différents dont l’EGF et le TGFa qui 
entraînent tous deux son homodimérisation.
Le ligand le plus étudié du REGF est le TGFa. Il contient un peptide signal, un 
domaine de l’EGF ainsi que des domaines transmembranaire et cytoplasmique. Le TGFa 
doit absolument subir un clivage protéolytique (BORRELL-PAGES et a l, 2003) afin 
d’être libéré dans le milieu extracellulaire et pouvoir ainsi lier et activer son récepteur. 
Suite à la liaison du ligand et la dimérisation de deux récepteurs, plusieurs phénomènes 
d’autophosphorylation se produisent au niveau de résidus tyrosine présents à l’extrémité 
C-terminale du domaine intracellulaire du récepteur, donnant naissance à de nombreux 
sites de liaison pour des protéines de signalisation pouvant propager différents signaux à 
l’intérieur de voies de signalisation distinctes. Parmi les voies de signalisation 
intracellulaires les plus souvent associées à ces récepteurs, il y a évidemment la voie des 
MAPKs menant à l’activation des ERKs (COBB, 1999; KOLCH, 2000). Mise à part la 
forte stimulation de la cascade des MAPKs ERKs par le sérum et l’EGF, plusieurs 
groupes de recherche ont également démontré que la vasopressine (CHIU et a l , 2002), la
29
Reproduced  with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
L-glutamine (RHOADS et al., 1997), le glucagon-like peptide (JASLEEN et al., 2000) et 
les polyamines (RAY et al., 1999) pouvaient tout autant stimuler la prolifération des 
cellules intestinales cryptales par le biais de cette cascade.
Enfin, plusieurs moyens sont mis à la disposition des cellules afin de mettre un 
terme à l’activation des ERKs. Le principal moyen d’arrêt du signal mitogénique consiste 
en l’activité de protéines phosphatases qui ont la capacité de provoquer la 
déphosphorylation de leurs substrats. Comme c’était le cas pour les protéines kinases, les 
phosphatases sont de trois types : les sérine/thréonine phosphatases (S/T PP), les tyrosine 
phosphatases (PTP) et les phosphatases à double spécificité (DuSP). Parmi les 
phosphatases à double spécificité, on retrouve entre autres la famille des MKPs qui 
permettent P inactivation des MAPKs par déphosphorylation des résidus thréonine et 
tyrosine. Ce qui est intéressant dans l’inactivation des ERKs c’est que celle-ci peut être 
médiée par l ’enlèvement d’un phosphate de l’un ou l’autre des résidus régulateurs puisque 
la phosphorylation des deux résidus régulateurs est essentielle à leur activation.
1.4.3.2 La voie PI3K/Akt
Les événements cellulaires requis pour Tactivation de la protéine kinase B, 
également appelée Akt, ont été longuement étudiés et sont maintenant assez bien 
caractérisés. Il est connu depuis longtemps que Tactivation d’Akt nécessite l ’intervention 
de la PI3K. Il existe plusieurs classes d’enzymes PI3K qui diffèrent selon leur spécificité 
à l’égard des substrats ainsi que leur mode de régulation. La PI3K de classe I est la plus 
étudiée. Sous sa forme active, elle consiste en une sous-unité p85 régulatrice et une sous-
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unité p l 10 catalytique. Il existe plusieurs mécanismes possibles d’activation de la PI3K 
dont l ’un fait intervenir des récepteurs à activité tyrosine kinase. Or, d’une part, 
l ’activation de ces récepteurs va entraîner Tactivation subséquente de l’enzyme PI3K qui 
à son tour, va médier la synthèse de PtdIns(3 ,4 ,5)P3 ou PIP3, un second messager, au 
niveau de la membrane plasmique des cellules. Cette accumulation lipidique permet 
ensuite le recrutement de protéines à domaine PH comme PDK1 et PKB/Akt au niveau de 
cette même membrane. Ceci permet Tactivation subséquente de cette dernière par 
phosphorylation de ses résidus Thr308 et Ser473, respectivement par la kinase PDK1 et 
une deuxième kinase inconnue à ce jour (BRAZIL et al, 2004).
Il existe 3 isoformes d’Akt transcrites à partir de trois gènes différents. Ces trois 
isoformes nommées A ktl, Akt2 et Akt3 présentent une forte homologie de séquence ainsi 
que certaines fonctions communes et d’autres bien distinctes (BELLACOSA et al., 2004). 
Plusieurs substrats sont phosphorylés suite à Tactivation d’Akt. C’est le cas, entre autres, 
des inhibiteurs du cycle cellulaire p27kipl et p21Cipl, des facteurs de transcription de la 
famille Forkhead, de la GSK3, de la protéine Mdm2, de la protéine pro-apoptotique Bad 
et de la caspase 9. La phosphorylation de Bad permet son inhibition et l ’empêche de se 
lier avec Bcl-XL pour ainsi inhiber son activité anti-apoptotique (DATTA et al., 1999). La 
caspase 9 est une protéine qui initie la cascade enzymatique promouvant la mort 
cellulaire. Sa phosphorylation par Akt entraîne son inhibition et donc, promouvoit la 
survie (CARDONE et al., 1998). La phosphorylation des facteurs de transcription 
forkhead (FKHR) par Akt induit leur association avec la protéine 14-3-3 qui les retient 
dans le cytoplasme et réprime leur activité transcriptionnelle (BRUNET et al., 1999). Ceci 
a pour conséquence de supprimer la transcription de gènes qui codent pour des protéines
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promouvant Papoptose (FasL, Bim) mais aussi, des inhibiteurs du cycle cellulaire comme 
p27kipl (DIJKERS et al., 2000). Suite à l’activation de la voie PI3K/Akt, l’activité de 
p27kipl est régulée négativement de deux façons: d’une part par une diminution de son 
expression en raison d’une répression transcriptionnelle des FKHR et d ’autre part, par 
phosphorylation par Akt ce qui le séquestre dans le cytoplasme et l ’empêche d’inhiber les 
complexes cycline/cdk qui sont importants pour la progression du cycle cellulaire. 
L ’activité de p21clpl, un autre inhibiteur du cycle cellulaire, est également inhibée par 
phosphorylation et séquestration au niveau cytoplasmique. La kinase Akt possède 
également la capacité de phosphoryler les protéines Mdm2 et GSK3. Dans un premier 
temps, la phosphorylation de Mdm2 sur 2 sérines présentes dans son domaine contenant 
un NLS lui permettra de passer du cytoplasme au noyau. Mdm2 pourra alors interagir 
avec le gène suppresseur de tumeur p53 et l’envoyer dans la dégradation via le 
protéasome (ZHOU et al., 2001). De son côté, la phosphorylation et l’inhibition de la 
GSK3 favoriseront l’augmentation des niveaux d’expression de c-myc et de la cycline D1 
(SEARS et al., 2000), promouvant ainsi le cycle cellulaire (schéma 9).
Comme c’était le cas pour les MAPK, il a également été démontré que l’activation 
du REGF par liaison de l’EGF/TGFa concourt à la stimulation de la voie PI3K/Akt, 
contribuant ainsi à la prolifération des cellules RIE, une lignée de cellules épithéliales 
intestinales de rat non transformée. L’inhibition de la voie PI3K/Akt dans cette lignée 
entraîne d’ailleurs l’inhibition de la prolifération de ces cellules, démontrant ainsi son 
importance dans le contrôle de la prolifération épithéliale intestinale (SHENG et al., 
2003).
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Schéma 9 : La voie de signalisation PI3K/Akt.
L’activation de la PI3K, suite habituellement à la stimulation d’un récepteur à activité 
tyrosine kirtase, permet la formation de produits lipidiques phosphatidylinositols 
phosphorylés en position 3. Ainsi, des protéines à domaine PH comme PDK-1 et Akt 
pourront être recrutées à la membrane plasmique. La présence de ces protéines au niveau 
membranaire entraînera l’activation de la kinase Akt qui peut alors intervenir dans bon 
nombre de processus cellulaires dont la prolifération et la survie cellulaire (inhibition de 
l’apoptose).
Tiré et modifié du site internet de Cell Signaling 2006 (www.cellsignal.com).
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1.4.3.3 La voie Wnt/p-caténine
La voie Wnt/p-caténine est déclenchée suite à la liaison des glycoprotéines 
sécrétées Wnt à leur récepteur à sept domaines transmembranaires nommé Frizzled. En 
absence des Wnt, la P-caténine est phosphorylée par la CKI sur la sérine 45 permettant 
ainsi à la GSK3P de phosphoryler les sites régulateurs résiduels : la thréonine 41 ainsi que 
les sérines 33 et 37 (POLAKIS, 1997). La phosphorylation de ces sites présents en N- 
terminal par la GSK3P rend alors possible Pubiquitination de la P-caténine et sa 
dégradation subséquente au niveau du protéasome. Cette implication de la GSK3P et de la 
CKI dans la phosphorylation et la dégradation de la P-caténine est rendue possible grâce 
à un complexe protéique composé de plusieurs protéines dont la GSK3P, l’Axine, APC et 
la Diversine (PINTO et CLEVERS, 2005). La mutation de l’une des protéines du 
complexe a pour effet d ’entraîner la stabilisation la P-caténine.
En présence des facteurs Wnt, le récepteur Frizzled permet à la protéine 
Dishevelled d’entraîner le déplacement de la GSK3P de l’Axine prévenant ainsi la 
phosphorylation de la P-caténine et sa dégradation subséquente (VAN ES et al., 2003). La 
P-caténine ainsi stabilisée peut alors s’accumuler au niveau du cytoplasme pour 
finalement transloquer au noyau. À cet endroit, elle s’associe ensuite avec les facteurs de 
transcription de la famille TCF/LEF (ex. : TCF-4, TCF-1,...). Ces derniers possèdent une 
spécificité de liaison à l’ADN alors que la p-caténine présente un domaine de 
transactivation. Le complexe p-caténine/ TCF/LEF ainsi formé entraînera la transcription 
de nombreux gènes cibles des Wnt, importants entre autres dans la prolifération cellulaire 
dont le gène c-myc (HE et al., 1998) ainsi que ceux de la cycline D1 (TETSU et
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MCCORMICK, 1999) et la MMP-7 (BRABLETZ et a l, 1999) (schéma 10). En absence 
de signal Wnt, les facteurs TCF/LEF occupent les gènes cibles de la voie Wnt/p-caténine 
et répriment leur transcription (CLEVERS, 2004).
Les évidences de l’importance de cette voie de signalisation dans la prolifération 
épithéliale intestinale sont nombreuses. Entre autres, une étude avec des souris adultes 
transgéniques exprimant la protéine Dickkopf-1 (Dkk-1) dans l’intestin, une protéine 
sécrétée antagoniste de l’action des facteurs Wnt, a démontré une prolifération épithéliale 
intestinale grandement réduite accompagnée d’une perte du compartiment cryptai (PINTO 
et CLEVERS, 2005). Ce phénotype est d’ailleurs apparenté à celui observé dans l’intestin 
de souris dans lesquelles le gène Tcf-4 a été invalidé (KORINEK et al., 1998; PINTO et 
al., 2003).
1.4.3.4 La voie COX-2/PGs
Les prostaglandines (PGs) sont des molécules lipidiques bioactives de la famille 
des eïcosanoïdes produites par les enzymes cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) et 
synthétisées à partir de l’acide arachidonique. Elles comportent plusieurs membres 
dont la prostaglandine E2 (PGE2). Les PGs entraînent diverses activités biologiques dont 
la prolifération de la muqueuse gastro-intestinale (JOHANSSON et BERGSTROM, 
1982). Plusieurs études ont rapporté que la PGE2 pouvait induire une réponse proliférative 
dans le côlon normal (DEMBINSKI et KONTUREK, 1985) et dans les cancers 
colorectaux (SHENG et al., 2001). Les PGs sont relâchées dans le milieu extracellulaire 
où elles peuvent ensuite se lier à un récepteur de façon autocrine ou paracrine. Il existe
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Schéma 10 : La voie de signalisation Wnt/p-caténine.
En absence de ligand Wnt, la p-caténine est séquestrée au niveau d’un complexe 
multiprotéiqüe comprenant entre autres les protéines APC, Axine et GSK3p. Cette 
séquestration sera suivie d’une phosphorylation et d’une déstabilisation de la P-caténine 
entraînant ainsi sa dégradation au protéasome. En présence d’un signal Wnt, la 
dégradation de la P-caténine est prévenue ce qui permet son accumulation dans le 
cytoplasme, sa translocation au noyau et son association avec les facteurs de transcription 
de la famille TCF/LEF avec lesquels, elle entraîne la transcription de gènes cibles 
importants entre autres pour la prolifération cellulaire.
Tiré et modifié du site internet de Cell Signaling 2006 (www.cellsignal.com).
36
Reproduced  with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
plusieurs sous-types de récepteurs pour les prostaglandines dont les récepteurs EPi à EP4 
pour la PGE2. La grande majorité des récepteurs des PGs font partie de la superfamille des 
RCPG à sept passages transmembranaires. Par ailleurs, il a été démontré que la liaison de 
la PGE2 à son récepteur pourrait permettre indirectement, une phosphorylation et 
activation du REGF (BUCHANAN, 2003) par l’intermédiaire de la tyrosine kinase Src 
qui favoriserait l ’activation d’une MMP (PRENZEL et al., 2001) permettant le clivage et 
la libération du TGFa, un ligand connu de ce récepteur. Par conséquent, ceci entraînerait 
l’activation de voies de signalisation en aval du REGF promouvant la survie et la 
prolifération comme les voies Ras/MAPK et PI3K/Akt (PAI et al., 2002) (schéma 11). 
Une étude in vitro faite avec des cellules épithéliales intestinales de rat (IEC-18) a 
démontré que l’inhibition de cette enzyme avec un inhibiteur pharmacologique spécifique 
(SC-58125) entraîne une diminution significative du niveau d’incorporation de thymidine 
tritiée, un bon indice de l’inhibition de la prolifération de ces cellules (ERICKSON et al., 
1999).
1.4.3.5 La voie de Notch
Les récepteurs et ligands Notch sont des protéines membranaires qui 
contrôlent le destin des cellules par régulation d’une variété de processus 
biologiques, suite aux contacts cellule-cellule (ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 1999). 
Cette voie de signalisation est reconnue pour promouvoir un spectre large de 
fonctions incluant l’apoptose, la différenciation et la prolifération de certains types 
cellulaires (ARTAVANIS-TSAKONAS et al., 1999). Dépendant du type cellulaire, la 
voie de Notch peut agir d’oncogène ou de suppresseur de tumeur (KADESCH, 2004). On
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Schéma 11: La voie de signalisation COX-2 /PGE2.
Les PGs synthétisées par les enzymes cyclooxygénases peuvent entraîner l’activation 
indirecte du récepteur à PEGF et ainsi promouvoir la survie et la prolifération cellulaire. 
Tiré et modifié de WU, 2005.
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retrouve quatre récepteurs Notch (Notchl-Notch4) qui sont activés par cinq ligands chez 
l’humain faisant partie de la famille Jagged/Serrate Delta : Delta-like-1, Delta-like-3, 
Delta-like-4 ainsi que Jagged-1 et Jagged-2 (MIELE, 2006). Ces ligands sont des 
protéines liées à la membrane cellulaire et présentes sur des cellules adjacentes. Les 
protéines Notchl-Notch4 sont des récepteurs à simple passage transmembranaire présents 
à la surface membranaire sous forme d ’hétérodimères. Ces hétérodimères consistent en un 
large domaine extracellulaire impliqué dans la liaison du ligand et un domaine 
intracellulaire, associé à la membrane et responsable de la transmission du signal 
(BIANCHI et al., 2006). Les récepteurs Notch sont acheminés à la surface cellulaire après 
avoir été clivés par une furine convertase au niveau de l’appareil de Golgi. La liaison des 
différents ligands aux récepteurs Notch entraîne deux autres clivages protéolytiques; un 
premier par la métalloprotéase TACE (BROU et al., 2000) et un second par une y- 
sécrétase (MUMM et al., 2000), une protéase membranaire composée de plusieurs sous- 
unités dont la préséniline (KOPAN et ILAGAN, 2004). Ce dernier clivage permet la 
libération du domaine intracellulaire actif des protéines Notch (NICD) de la membrane 
plasmique (BROU et al., 2000). Le domaine ainsi libéré peut alors transloquer au noyau, 
endroit où il interagit avec la protéine de liaison à l’ADN CSL (JARRIAULT et al., 
1995). Le NICD possède un domaine de transactivation mais ne possède pas de site de 
liaison à l’ADN. En l’absence du domaine intracellulaire de Notch au noyau, CSL 
réprime la transcription par son interaction avec un complexe corépresseur (KAO et al., 
1998). L’arrivée des fragments Notch convertit CSL en un activateur de la transcription 
de différents gènes cibles en promouvant le déplacement du complexe répresseur sur 
celui-ci (KADESCH, 2004) (schéma 12).
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Schéma 12 : La voie de Notch.
Les récepteurs membranaires Notch sont activés par la famille de ligands Jagged/Serrate 
Delta présents sur la membrane d’une cellule adjacente. Les trois étapes de base dans 
l’activation de la voie de Notch sont : (1) Paetivation du récepteur, (2) la génération d’un 
domaine intracellulaire actif de Notch (NICD) et (3) l’activation des gènes cibles. 
L’arrivée du NICD entraîne le déplacement du complexe répresseur (CoR) de la 
transcription CSL. Ceci a pour effet de le convertir en un activateur transcriptionnel 
(CoA).
Tiré de KADESCH, 2004.
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Parmi les gènes cibles de la voie de Notch, on retrouve les familles de répresseurs 
transcriptionnels HES et HRT (aussi connu sous le nom HERP, HESR et HEY) qui 
modulent la différenciation (MIELE, 2006). On retrouve également comme cibles : 
p2 1cip/waf ( ra n q a R A J A N  et al., 2001), la cycline D1 (RONCHINI et CAPOBIANCO, 
2001), la cycline A (BAONZA et FREEMAN, 2005), le facteur de transcription NF-kB 
(CHENG et al., 2001) et l’ubiquitine ligase SKP2, protéine via laquelle Notch entraîne la 
dégradation de p27Kipl et de p21Cipl (MURATA et al., 2005; SARMENTO et al., 2005). 
Contrairement à plusieurs autres voies de transduction du signal, le signal Notch n ’est pas 
amplifié par phosphorylation de protéines (KADESCH, 2000).
L’implication de la voie de Notch est reconnue dans la prolifération de types 
cellulaires variés. Cependant, très peu de choses sont connues quant à son rôle dans 
l’intestin. Une étude récente utilisant des souris transgéniques a permis d’en connaître 
davantage sur son implication dans la prolifération des cellules épithéliales intestinales. 
Ces souris expriment une forme constitutive active de Notch (domaine intracellulaire) 
sous le contrôle du promoteur de la villine, un gène exprimé uniquement dans 
l’épithélium intestinal. Ces souris transgéniques présentent un intestin grêle dont la 
surface absorbante est augmentée en raison de la présence de nombreuses villosités ainsi 
qu’un gros intestin caractérisé par un accroissement du nombre de cryptes. De plus, on 
dénote une diminution du nombre de microvillosités dans la portion apicale des 
entérocytes. Cette étude a donc démontré que l’activation de la voie Notch dans 
l’épithélium intestinal permet d’amplifier le nombre de cellules progénitrices cryptales et 
diminue leur différenciation (FRE et al., 2005).
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2. D é r é g u l a t io n  d e  l a  p r o l if é r a t io n  é p it h é l ia l e  in t e s t in a l e  : c a n c e r s
INTESTINAUX
Comme il a été mentionné précédemment, il doit y avoir une balance entre la 
prolifération, la différenciation, la migration et Papoptose des cellules qui constituent 
Pépithélium intestinal normal, afin d’assurer son renouvellement continuel. Lorsque 
survient une perte de contrôle de ces différents mécanismes résultant en une 
hyperprolifération des cellules au profit d ’une diminution de la mort cellulaire et d ’une 
différenciation moins importante, il peut apparaître différents types d’aberrations 
épithéliales qui à long terme, peuvent aboutir à des cancers intestinaux. Depuis plusieurs 
années, les cancers colorectaux (CRCs) ont été grandement étudiés du point de vue 
histopathologique et cytogénétique (MORSON, 1984). Les étapes principales du 
processus peuvent être résumées par une hyperplasie de Pépithélium du côlon ou du 
rectum résultant ainsi en la formation de foyers de cryptes aberrantes (FCA) qui 
deviennent de plus en plus dysplasiques (CHENG et LAI, 2003). Ces FCA progressent 
ensuite pour devenir des tumeurs bénignes appelées adénomes ou polypes adénomateux, 
qui peuvent à leur tour développer des tumeurs malignes ou carcinomes (PINTO et 
CLEVERS, 2005).
2.1 Modèle génétique de carcinogenèse colorectale de Fearon et Vogelstein
Le CRC est le deuxième plus commun type de cancer avec un million de cas 
nouveaux diagnostiqués chaque année à travers le monde (SANCHO et al., 2004). 
Environ 15% des CRCs apparaissent dans un contexte familial en raison d’une 
prédisposition génétique alors que 85% de ceux-ci présentent plutôt une cause sporadique
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(PINTO et CLEVERS, 2005). Plusieurs études ont démontré que la progression tumorale 
intestinale fait suite à plusieurs altérations génétiques dans les oncogènes et gènes 
suppresseurs de tumeur ou à des événements épigénétiques dans l’ADN, comme la 
méthylation, et que ces événements surviennent dans un ordre précis. Le premier modèle 
séquentiel de tumorigenèse colorectale décrivant la transition d’un épithélium de côlon 
sain à un épithélium dysplasique adénomateux, puis carcinomateux, a été proposé par 
Fearon et Vogelstein en 1990 (schéma 13), avec comme événement instigateur, les 
mutations du gène APC. Les mutations dans le gène APC ont été démontrées comme étant 
un incident génétique très important dans le développement des CRCs.
Les mutations inactivatrices les plus commîmes et les plus sévères du gène sont 
localisées entre les codons 450 et 1578 (POWELL et al., 1992). APC est considéré 
comme un gène suppresseur de tumeur et ses deux allèles doivent être inactivés afin qu’il 
perde son activité. La conséquence de la perte d 'APC est la stabilisation et la localisation 
nucléaire de la P-caténine, promouvant ainsi une prolifération cellulaire intestinale 
excessive (RADTKE et CLEVERS, 2005). L’hyperprolifération résultante de 
l’inactivation du gène APC procure un premier avantage prolifératif et s’ensuit 
généralement d’une deuxième mutation dans le gène K-Ras. Cette seconde mutation 
rend la protéine active de façon constitutive ce qui amplifie le phénomène prolifératif. 
Une autre mutation, cette fois-ci dans le gène suppresseur de tumeur p53, est reconnue 
comme étant un événement tardif dans le développement du cancer colorectal. La perte de 
p53 est considérée comme un événement important dans la progression adénome bénin -  
carcinome malin en raison de son implication dans la promotion de l’apoptose. Ces trois 
phénomènes sont parmi les déterminants importants pour l’initiation et la progression
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Schéma 13 : Modèle initial de carcinogenèse colorectale.
Le premier modèle séquentiel de carcinogenèse colorectale (Fearon et Vogelstein, 1990), 
décrit plusieurs événements génétiques qui surviennent dans un ordre strict avec en tête, la 
mutation du gène APC. Celle-ci est suivie entre autres des mutations dans l’oncogène K- 
Rcts et dans le gène suppresseur de tumeur p53. Ces différents événements concourent à 
la transition de l’épithélium colorectal bénin à malin.
Tiré de PINTO et CLEVERS, 2005 et adapté de FEARON et VOGELSTEIN, 1990
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tumorale de Pépithélium colorectal bien que d’autres altérations puissent également 
contribuer, entre autres des mutations dans les gènes DCC, TGF/3RII, SMAD4, P-caténine 
et B-Raî(KINZLER et VOGELSTEIN, 1996; MICHOR et al., 2005).
2.2 Implication de la voie de signalisation Ras/MAP kinase ERK dans la
tumorigenèse intestinale
Comme il a été mentionné précédemment, les mutations d 'APC ont longtemps été 
reliées à l’initiation de la tumorigenèse intestinale comme étant un préalable pour une 
entrée dans ce processus malin (FEARON et VOGELSTEIN, 1990). Une étude faite par 
le groupe de Robine et Louvard en 2002 a toutefois permis de découvrir une voie nouvelle 
de développement tumoral dans le cancer du côlon, voie totalement indépendante du gène 
APC. La stratégie qui a été employée dans cette étude a été d’utiliser un modèle de souris 
transgénique dans lequel ils ont introduit un gène K-Ras muté associé au promoteur de la 
villine, une protéine qui s’exprime uniquement dans les cellules de l’intestin. La 
conséquence ce cette approche est une expression constitutive de Ras et l’activation 
continue des MAPKs ERK1/2 dans l’ensemble des cellules de la muqueuse intestinale, 
donnant ainsi aux cellules intestinales, un avantage prolifératif. Ce qui aboutit 
éventuellement à d’autres mutations, entre autres dans le gène p53, événement qui 
empêche la destruction des cellules endommagées par apoptose et qui concourt ainsi à la 
formation de tumeurs intestinales dans ces souris et ce, en absence de toute altération du 
gène APC. Ainsi, le mutant de K-Ras peut être suffisant pour initier la transformation 
(JANSSEN et al., 2002).
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Il est maintenant clair qu’il existe une multitude de chemins possibles pour une 
cellule pour en arriver à un cancer. Plusieurs évidences démontrent l ’implication de 
certaines voies de signalisation et/ou protéines particulières dans la progression tumorale 
intestinale. C’est le cas particulièrement de la voie Ras/MAPK dont la contribution est 
évidente. Cette voie de signalisation est localisée en aval de plusieurs récepteurs couplés 
aux protéines G ainsi que de plusieurs récepteurs de facteurs de croissance, incluant le 
récepteur à l’EGF, et cette voie est dérégulée dans environ 30% de tous les cancers 
(FANG et RICHARDSON, 2005). Il a d’ailleurs été démontré que le récepteur à l ’EGF 
est fréquemment surexprimé ou activé de manière constitutive dans les cancers 
colorectaux (HSI et al., 2001). Un autre événement mutationnel important consiste en la 
mutation de l’oncogène K-Ras, oncogène le plus fréquemment muté dans les cancers 
colorectaux humains avec une fréquence de 50% (JANSSEN et al., 2002). D ’ailleurs, on 
dénote une forte activité de K-Ras dans les foyers de cryptes aberrantes (VOGELSTEIN 
etal., 1988; POWELL et al., 1992).
Un deuxième oncogène qui cette fois, est muté dans 9-11% des cancers 
colorectaux est la sérine/thréonine kinase Raf, l’activateur en amont de MEK1/2 
(D A VIES et al., 2002; RAJAGOPALAN et al., 2002). Cette mutation a évidemment pour 
effet d’augmenter son activité kinase. Finalement, ces deux événements mutationnels 
contribuent à une augmentation de l’activité des MAPKs ERK1/2 qui est très souvent 
détectée dans les tumeurs intestinales et les cancers colorectaux (LICATO et al., 1997; 
LICATO et BRENNER, 1998; HOSHINO et al., 1999; FANG et RICHARDSON, 2005) 
et qui en bout de ligne, se répercute par une hyperprolifération des cellules. Une inhibition 
de l’activité de MEK et conséquemment, des ERKs induit d’ailleurs une diminution de la
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croissance des tumeurs coliques humaines in vivo (SEBOLT-LEOPOLD et a l, 1999), 
supportant ainsi la contribution de ces kinases dans la tumorigenèse épithéliale intestinale.
3. M o d è l e  c e l l u l a ir e  é p it h é l ia l  in t e s t in a l  d e  t r a n s f o r m a t io n  u t il is a n t
UN MUTANT CONSTITUTIF ACTIF DE MEK1
Étant donné l’implication reconnue et documentée de la voie des MAPKs dans la 
tumorigenèse épithéliale intestinale, plusieurs groupes de recherche se sont attardés à 
vérifier l’impact de la surexpression de formes mutantes de différents acteurs de la 
cascade Ras/Raf/MEK/ERK qui les rend actifs de manière constitutive. C’est la stratégie 
qui a été employée dans notre laboratoire en produisant une lignée de cellules épithéliales 
intestinales qui exprime une forme mutante de la kinase à double spécificité MEK1 
(BOUCHER et al., 2004).
3.1 Type cellulaire utilisé
Le mutant constitutivement actif de MEK1 a été surexprimé dans la lignée 
cellulaire IEC-6 , à l’aide de rétrovirus. La lignée cellulaire IEC-6  cellulaire a été établie 
vers la fin des années soixante-dix et consiste en une population homogène de cellules 
épithéliales de forme polygonale. Cette lignée a été isolée à partir de cryptes d’intestin 
grêle de rat (QUARONI et al., 1979). Elle est immortalisée mais non transformée. Il 
existe plusieurs preuves à l’appui : elle présente un caryotype diploïde normal de rat et 
s’arrête de croître à l’atteinte de la confluence. De plus, elle n’entraîne pas la formation de 
colonies en agar mou et ne produit aucune tumeur lorsqu’elle est injectée dans un animal.
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La lignée cellulaire IEC-6  se compose de cellules cryptales prolifératives et non 
différenciées; elle se prête donc bien à l’étude de l’initiation de la tumorigenèse 
intestinale.
3.2 Génération du modèle cellulaire
Des rétro virus comportant un MEK1 de type sauvage (MEKwt) ou un mutant 
constitutif actif de MEK1 (MEKca) avec une étiquette de l’épitope de l’hémagglutinine 
(HA) ont été utilisés pour infecter les cellules IEC-6 . Suite à l’infection rétrovirale, les 
cellules ont été sélectionnées avec de la Généticine pendant 10-15 jours. Une troisième 
population contenant uniquement le vecteur d’expression (pLXIN) a également été 
produite en parallèle comme contrôle négatif. Il est à noter que le mutant constitutif actif 
de MEK1 a été produit en substituant les sérines 218 et 222 par des acides aspartiques 
mimant ainsi la charge négative normalement apportée par la phosphorylation par R afl. 
Cette mutation procure ainsi une activité constitutive à la protéine (BRUNET et al., 
1994).
3.3 Phénotype observé
L’expression stable du MEKca dans les cellules IEC-6  a permis l’obtention d’un 
phénotype cellulaire transformé. En effet l’expression du MEKca a entraîné : un besoin 
réduit en facteurs de croissance pour la synthèse d’ADN et la progression des cellules 
dans le cycle cellulaire. Elle a aussi permis une transformation morphologique et a rendu 
les cellules capables de croître en agar mou, donc d’une manière indépendante d’ancrage. 
De plus, les cellules MEKca démontrent une aptitude à continuer à croître en pétri et ce
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malgré l’atteinte de la confluence, leur permettant de surpasser l’inhibition de croissance 
au contact cellule-cellule et ainsi de s’empiler les unes sur les autres afin de former des 
foyers cellulaires (BOUCHER et al., 2004) (schéma 14). Finalement, lorsque ces cellules 
sont injectées chez la souris nue, elles entraînent la formation de tumeurs in vivo (résultats 
préliminaires non publiés).
3.4 Analyse génétique différentielle par micropuces d’ADN
Suite à l’obtention du phénotype transformé observé dans la population IEC-6  
MEKca, une analyse différentielle des gènes par micropuces d’ADN (Affymetrix) a été 
effectuée afin de déterminer plusieurs cibles potentielles de la voie MEK/ERK pouvant 
avoir un rôle prépondérant dans l’apparition du phénotype transformé. Cette analyse 
consiste à comparer l’expression de gènes entre différentes populations cellulaires. Les 
populations MEKwt et MEKca ont été comparées et, suite à cette analyse, plusieurs gènes 
cibles ont été répertoriés (schéma 15).
4. O b je c t if s  e t  h y p o t h è s e s  d u  p r o je t  d e  r e c h e r c h e
L’étude faite préalablement dans le laboratoire de la Dre Rivard et utilisant la 
lignée cellulaire IEC-6 MEKca avait démontré que la surexpression stable d’un mutant 
constitutif actif de MEK1 dans les cellules épithéliales de la crypte intestinale de rat est 
suffisante pour induire leur transformation. Suite à l’analyse par micropuces d ’ADN, 
plusieurs gènes potentiels de la voie MEK/ERK ont été ciblés. En se basant sur ce qui 
avait été fait antérieurement dans notre laboratoire, nous avons émis l’hypothèse que 
l’activation constitutive de la cascade des MAPKs est suffisante pour l’initiation de la
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Schéma 14 : Formation des foyers cellulaires.
Lorsque mises en culture, les cellules IEC-6  MEKca ne sont pas inhibées au contact 
cellule-cellule et continuent leur prolifération même après l’atteinte de la confluence. 
Elles forment alors des foyers cellulaires, phénomène qui n’est pas observé avec les 
populations IEC-6  pLXIN et IEC-6  MEKwt.
Tiré de BOUCHER et al., 2004.
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Prolifération MEKca/MEKwt
H3124A09 MAP Kinase kinase 7 y 0.3
H3108E02 Mitogen-activated protein kinase 6 2.8
H3084D05 cyclin D1 2.9
H3082H09 cell division protein kinase 8 12
Etc.
Adhésion cellulaire et migration
H3109C02 metalloproteinase inhibitor 3 0.2
H3018F05 cadherin 3 0.2
H 3120G 06 topom yosin 1, alpha 0.3
H3119H03 collagen alpha 1 Chain precursor 0.3
H3136A07 procollagen, type 1, alpha 2 0.3
H 3135D 11 tropomyosin 2, beta 0.4
H3142D10 syndecan 2 0.5
H3153C09 tissue inhibitor of metalloproteinase 2 0.5
H3045H04 myosin heavy Chain IX 0.5
H 3118E07 Prolyl 4-hydroxylase alpha-1 subunit 0.5
H 3140B08 procollagen C-proteinase enhancer protein 0.5
H 3156E09 procollagen type V, alpha 2 0.5
H 3127D03 bone/cartilage proteoglycan 1 precursor 0.6
H3149F09 cadherin 11 0.6
H3003A03 lectin, ga lactose binding soluble 1 2.8
H 3076F09 actin-like protein 2 2 .5
H3014H12 keratin com plex 2, basic, g en e  8 2.5
H3080H11 plasminogen activator 2.7
H3013F05 syndecan 1 3.5
H3139C03 CD9 4.2
H3151A04 integrin alpha-6 precursor 4.6
H3120E07 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B 8.6
H 3152G 04 procollagen type VI, alpha 2 9.1
H3042F12 serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E 30
Schéma 15: Quelques résultats de l’analyse par micropuces d’ADN (Affymetrix 
microarray).
Les résultats représentent le rapport entre les lignées cellulaires IEC-6  MEKca et IEC-6 
MEKwt pour l’expression de chacun des gènes.
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transformation épithéliale intestinale et ce, indépendamment de l’activation de la PI3K- 
Akt, de COX-2 et du REGF/TGFa. Les objectifs principaux de mon projet de recherche 
étaient donc 1) d’analyser la contribution de PI3K/Akt, de COX-2, du récepteur de 
l’EGF/TGFa et du complexe P-caténine/TCF dans la transformation épithéliale intestinale 
induite par MEKca, étant donné la contribution reconnue de ces effecteurs de 
signalisation dans la tumorigénèse intestinale (SHENG et al., 2001; FISCHER et al, 
2003; KOMATSU et al., 2005) et 2) d’identifier et d’analyser des cibles moléculaires de 
MEKca impliquées dans l’induction de la transformation épithéliale intestinale.




1. M a t é r ie l
Pour mener à terme cette étude, plusieurs anticorps ont été utilisés à des fins 
d’immunobuvardage de type Western. Tout d’abord, l’anticorps polyclonal dirigé contre 
la serpinE2 nous a généreusement été offert par le Dr Jacques G. Lussier (Université de 
Montréal, Québec, Canada). Les anticorps polyclonaux dirigés contre les formes 
phosphorylées d’ERK l/2, d’Akt et du REGF ont été achetés chez Cell Signaling 
(Danvers, MA, USA) tout comme l’anticorps pour la détection de la forme totale d’Akt et 
un anticorps secondaire anti-lapin HRP utilisé avec certains anticorps primaires. 
L’anticorps polyclonal contre ERK1 (C-16) a été obtenu de Santa Cruz Biotechnologies 
(Santa Cruz, CA, USA) alors que celui dirigé contre l’enzyme COX-2 provenait de 
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). L’anticorps monoclonal reconnaissant la 0- 
caténine a été acheté chez BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada) et celui dirigé 
contre la forme non phosphorylée et active (forme stabilisée) de celle-ci a été obtenu chez 
Upstate (Charlottesville, VA, USA). Deux autres anticorps secondaires (anti-lapin et anti­
souris) ont été utilisés et ces derniers provenaient de GE Healthcare Life Sciences (Baie 
d’Urfé, QC, Canada). Finalement, l’anticorps monoclonal anti-actine a été acheté chez 
Roche Applied Science (Laval, QC, Canada). En ce qui concerne la partie 
immunofluorescence indirecte, l’anticorps secondaire Alexa Fluor 488 (goat anti-mouse 
IgG ) a été obtenu chez Invitrogen Life Technologies (Burlington, ON, Canada).
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2 . Sp é c im e n s  h u m a in s
Les spécimens provenant de tissus humains ont été obtenus de fœtus âgés entre 17 
et 20 semaines, suite à des interruptions de grossesse. Ces prélèvements sont obtenus de 
personnes consentantes et ont été approuvés par le comité d’éthique de l’Université de 
Sherbrooke. Ils ont été utilisés dans le but d ’extraire de l’ARN de cellules fœtales 
d ’intestin normal (contrôle négatif).
3 . C u l t u r e  c e l l u l a ir e
3.1 La lignée cellulaire IEC-6
La lignée IEC-6  a été obtenue du Dr A. Quaroni (Comell University, Ithaca, NY). 
Cette lignée consiste en des cellules épithéliales en provenance de la crypte intestinale de 
rat. Ces cellules sont prolifératives et incapables de se différencier. Elles ont également la 
particularité de croître jusqu’à l ’atteinte de la confluence. Elles sont maintenues en culture 
dans une atmosphère comportant 5% CO2 et 95% air, ainsi qu’un milieu DMEM 
(Invitrogen Life Technologies) supplémenté de 5% de sérum de bovin fœtal (FBS) 
(Wisent, St-Bruno, Québec, Canada), 2 mM de glutamine (Invitrogen Life Technologies), 
de pénicilline à raison de 50 unités/ml et de streptomycine à une concentration de 50pg/ml 
(Invitrogen Life Technologies).
3.2 Les lignées cellulaires IEC-6 MEKwt et IEC-6 MEKca
Les lignées IEC-6 MEKwt et IEC-6  MEKca sont des variantes de la lignée IEC-6 
et elles sont donc entretenues dans les mêmes conditions à l ’exception de l’ajout d’un
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agent de sélection soit la Généticine (0.25 mg/ml; Bio Média Canada Inc, 
Drummondville, Qc, Canada). Les cellules IEC-6 MEK qui expriment le mutant 
constitutif actif de MEK1 (MEKca) possèdent la capacité de proliférer en absence 
d’ancrage et de sérum et de continuer leur prolifération même après l’atteinte de la 
confluence pour former des foyers cellulaires (BOUCHER et a l, 2004).
3.3 Les cellules HIEC
Les cellules HIEC ou human intestinal épithélial cells sont des cellules épithéliales 
humaines issues de la crypte intestinale. Cette population de cellules a été établie dans le 
laboratoire du Dr Jean-François Beaulieu au département d’Anatomie et de Biologie 
cellulaire (Université de Sherbrooke, QC, Canada) (PERREAULT et BEAULIEU, 1998). 
Ces cellules prolifèrent jusqu’à l’atteinte de la confluence et demeurent indifférenciées, 
comme les cellules IEC-6 . Les cellules HIEC sont cultivées dans une atmosphère 
contenant 5% CO2 et 95% air, avec du milieu OPTIMEM (Invitrogen Life Technologies) 
supplémenté de 5% FBS, 2 mM de glutamine, de pénicilline à raison de 50 imités/ml, de 
streptomycine à concentration de 50pg/ml et d’insuline à 0.2 Ul/ml (Novilin® ge 
Toronto).
3.4 La lignée cellulaire IEC-6 Ras
Cette lignée cellulaire a été établie dans le laboratoire du Dr Claude Asselin du 
département d’Anatomie et de Biologie cellulaire (Université de Sherbrooke, QC, 
Canada). Ces cellules qui expriment un mutant constitutif actif du gène Ras (Rasvl2G) sont
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transformées (BOUDREAU et al., 1999). Elles continuent à proliférer après l’atteinte de 
la confluence et s’empilent les unes sur les autres sur toute la superficie du pétri. Elles 
sont entretenues en culture dans les mêmes conditions que les cellules IEC-6  parentales.
3.5 La lignée cellulaire HT-1080
La lignée cellulaire HT-1080 est une population de cellules cancéreuses isolées à 
partir d ’un fibrosarcome humain et qui a été caractérisée dans les années soixante-dix 
(RASHEED et a l, 1974). Ces cellules présentent une morphologie épithéliale et 
expriment de manière constitutive plusieurs MMPs dont les MMP-2/-9. Ces cellules sont 
reconnues pour leur capacité invasive. Elles sont cultivées dans une atmosphère contenant 
5% CO2 et 95% air avec du milieu MEM (Invitrogen Life Technologies) supplémenté de 
10% FBS, 2 mM de glutamine, pénicilline 50 unités/ml, streptomycine 50pg/ml, 
bicarbonate de sodium l,5g/L et pyruvate de sodium 1 mM (Invitrogen Life 
Technologies).
3.6 Les lignées cancéreuses colorectales humaines
Plusieurs lignées de cellules cancéreuses colorectales humaines ont été utilisées. 
Ces cellules présentent des caractéristiques qui leur sont propres et elles ont toutes été 
cultivées dans des conditions particulières.
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3.6.1 La lignée cellulaire Caco-2/15
Ces cellules ont été isolées à partir d’un adénocarcinome de côlon d’origine 
humaine. Cette lignée a été fournie par le Dr A. Quaroni (Comell University, Ithaca, NY). 
Ces cellules présentent la particularité d’arrêter de croître suite à l’atteinte de la 
confluence pour entamer un processus de différenciation entérocytaire tant 
morphologique que fonctionnel (DESCHENES et al., 2001). Ces cellules sont cultivées 
comme les cellules IEC-6  à l’exception qu’elles nécessitent une plus grande concentration 
de FBS soit 10%.
3.6.2 Les lignées cellulaires Colo 205 et DLD-1
Les cellules d’adénocarcinome de côlon humain Colo-205 et DLD-1 sont cultivées 
dans une atmosphère contenant 5% CO2, 95% air avec du milieu RPMI 1640 (Wisent) 
supplémenté de 10% FBS décomplémenté par la chaleur, 2 mM de glutamine, pénicilline 
50U/ml et streptomycine 50pg/ml.
3.6.3 Les lignées cellulaires HCT 116 et HT-29
Les lignées cellulaires HCT 116 et HT-29, isolées respectivement d ’un carcinome 
et d ’un adénocarcinome de côlon humain sont toutes deux cultivées dans une atmosphère 
humide (5% CO2, 95% air) avec du milieu McCoy’s 5a (Wisent) supplémenté de 10% 
FBS, 2 mM de glutamine, pénicilline 50U/ml et streptomycine 50pg/ml.
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3.6.4 La lignée cellulaire Lovo
Cette lignée de cellules d ’adénocarcinome de côlon humain est gardée en culture 
dans 5% C 02, 95% air avec du milieu Ham’s F12 (Wisent) supplémenté de 10% FBS, 
2 mM de glutamine, pénicilline 50U/ml et streptomycine 50pg/ml.
4. E x t r a it s  d ’a r n  t o t a u x
Les cellules ont été lavées 3 fois avec du PB S puis récoltées dans un eppendorf 
avec un ml de PBS après grattage avec un policeman. Les tubes ont ensuite été centrifugés 
à 2000 RPM pendant 5 minutes. Le PBS a été enlevé et 1 ml de Trizol (Invitrogen Life 
Technologies) a été ajouté au culot de cellules afin de les lyser, puis elles ont été incubées 
5 minutes à température de la pièce. Par la suite, 200 pl d’un mélange chloroforme alcool 
iso-amyl (24 :1) (Fisher Scientifique, St-Laurent, QC, Canada) ont été ajoutés et, après 
une agitation vigoureuse, les échantillons ont été incubés 3 minutes à température de la 
pièce. Après une centrifugation de 10 minutes à 13 000 RPM, les surnageants ont été 
récoltés dans un nouveau tube puis l’ARN a été précipité par ajout de 500 pl 
d’isopropanol (Fisher Scientifique). Après agitation, les tubes ont reposé 10 minutes à 
température de la pièce puis ils ont été centrifugés à nouveau 10 minutes à 13 000 RPM. 
Les surnageants ont ensuite été enlevés et les culots d’ARN lavés avec 1 ml d’éthanol 
70%. Ils ont été conservés à -80°C jusqu’au moment de leur utilisation où ils ont été 
centrifugés à 4°C durant 5 minutes à 13000 RPM et resuspendus dans un volume d’eau 
stérile. Les extraits d’ARN ont ensuite été dosés au spectrophotomètre à une longueur 
d’onde de 260 nm puis ils ont été vérifiés par migration sur gel d’agarose 1.2% (Sigma- 
Aldrich, Oakville, ON, Canada) pendant 20 minutes à 100V.
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5. R t -pc r
Pour effectuer la partie RT, 5 pg d’ARN ont été utilisés puis mélangés avec 2 pl 
d’oligo dT (Invitrogen Life Technologies) et le volume a été complété à 20 pl avec de 
l’eau stérile. Ce mélange a ensuite été incubé 10 minutes à 70°C puis 3 minutes à 4°C. 
Suite à l’incubation, 1 pl de dNTP (Invitrogen Life Technologies), 6 pl de tampon 5X et 3 
pl d’eau ont été ajoutés et le mélange a été incubé à 37°C pendant 3 minutes. Après avoir 
ajouté 1 pl d ’enzyme AMV reverse transcriptase (BioCan Scientific, Mississauga, ON, 
Canada), les échantillons de RT ont été incubés pendant une heure à 37°C puis conservés 
à4°C.
Pour la partie PCR, 4 pl d’ADN (RT) ont été combinés à lp l  de chacune des 
amorces (5 'et 3 ') (Invitrogen Life Technologies) du gène d’intérêt (voir tableau 1), 1 pl 
de dNTP (lOmM), 10 pl de tampon 10X, 3 pl de DMSO (Fisher Scientifique), 81.5 pl 
d’eau stérile et 0.5 pl de Taq polymérase (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Les 
conditions de PCR utilisées pour chaque gène sont présentées dans les tableaux 2 à 5. 
L’actine a été utilisée comme contrôle. Après la réaction de PCR, les fragments ont été 
séparés sur un gel d ’agarose 1% (Sigma-Aldrich) contenant 0,002% de bromure 
d ’éthidium (Sigma-Aldrich) et visualisés à l’aide du logiciel Alphalmager. Le marqueur 
1Kb (BioCan Scientific) a été utilisé comme référence pour les poids moléculaires.
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Tableau 1 : Amorces utilisées lors des PCR
Gènes Amorce sens
Séquence (5 ' -> 3 ')
Amorce antisens




SerpinE2 TGC TCC CAC TTC AAT 
CCT CTG TCT
GTG CGT TTC TTT GTG 
TTC TCG GGT
563
MMP-2 CAA GTA TGA GAG CTG 
CAC CAG CGC CG
GGC ATT CCA GGA GTC 
TGC GAT GAG C
768
MMP-9 CAC GAG TTC GGC CAT 
GCG CTG
GGC ACT GCA GGA GGT 
CAT AGG TC
917
MT1-MMP ACC GTG GCC ATG CTC 
CGA
CCC TCC TCA TCC ACC 
TCG
625
Actine CAT GAA ACT ACA TTC 
AAT TCC ATC A
ATG ATC TTG ATC TTC 
ATG GTG CTA
-300
Tableau 2 : Programme de PCR pour la SerpinE2
NOMBRE DENATURATION HYBRIDATION POLYMERISATION
Premier cycle 2 minutes 94°C - -
30 cycles 45 secondes 94°C 45 secondes 50°C 1 minute 72°C
Dernier cycle 45 secondes 94°C - 10 minutes 72°C
Tableau 3 : Programme de PCR pour les MMP-2/-9
NOMBRE DENATURATION HYBRIDATION POLYMÉRISATION
Premier cycle 2 minutes 94°C - -
30 cycles 1 minute 94°C 1 minute 68°C 1 minute 72°C
Dernier cycle 1 minute 94°C - 10 minutes 72°C
Tableau 4 : Programme de PCR pour la MT1-MMP
NOMBRE DENATURATION HYBRIDATION POLYMÉRISATION
Premier cycle 2 minutes 94°C - -
30 cycles 1 minute 94°C 1 minute 55°C 1 minute 72°C
Dernier cycle 1 minute 94°C - 10 minutes 72°C
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Tableau 5 : Programme de PCR pour Pactine
NOMBRE DENATURATION HYBRIDATION POLYMERISATION
Premier cycle 2 minutes 94°C - -
25 cycles 45 secondes 94°C 45 secondes 50°C 1 minute 72°C
Dernier cycle 45 secondes 94°C - 10 minutes 72°C
6. IMMUNOBUVARDAGES DE TYPE WESTERN
6.1 Immunobuvardages sur lysats cellulaires
Dans le but d ’analyser l’expression de diverses protéines issues de types 
cellulaires variés, les cellules ont été lysées dans un tampon Triton X-100 1% (MP 
Biomedicals, Aurora, OH, USA) contenant 50mM Tris-HCl à pH 7.5, 2.5mM NaCl, 
0.25mM EDTA à pH 8, 0.4M P-glycérophosphate, 1M de NaF, 0.1M orthovanadate, 5% 
glycérol, 5% PMSF et 5% d’inhibiteurs de protéases (pepstatine, leupeptine et aprotinine). 
Les lysats ont ensuite été dosés par la méthode BCA à l’aide d’une courbe standard 
produite à partir de différentes concentrations d ’albumine de sérum bovin (BSA). Afin de 
s’assurer d’une bonne précision dans la méthode de dosage, chaque échantillon a été dosé 
à deux reprises.
Après avoir déterminé la concentration de chaque échantillon, 50 pg de protéines 
ont été déposées sur gel de polyacrylamide (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) et 
séparées par électrophorèse (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis). Suite à leur 
migration, les protéines ont ensuite été transférées par électrotransfert sur une membrane 
de nitrocellulose (GE Healthcare) et la qualité de la migration et du transfert a pu être
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vérifiée par coloration de la membrane au rouge ponceau. Après une incubation d’une 
heure dans une solution de blocage de PBS/Tween 20 (Bio-Rad) 0.05% contenant 5% de 
lait en poudre, les membranes ont été incubées avec l’anticorps primaire dilué dans la 
solution de blocage à une concentration optimale et variable pour chaque anticorps (voir 
tableau 6). L ’incubation avec le premier anticorps s’est déroulée sur toute la nuit à 4°C 
avec agitation. Les membranes ont ensuite été lavées au moins trois fois 10 minutes avec 
une solution de PBS/Tween 0,05% puis incubées avec l’anticorps secondaire couplé à 
l ’enzyme peroxydase et ce, pour une période d’une heure à la température de la pièce avec 
agitation. Cette incubation a été suivie par trois autres lavages de dix minutes dans le 
PBS/Tween 0,05% puis les protéines d’intérêt ont été révélées par chemiluminescence sur 
films Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).
6.2 Immunobuvardages sur milieux de culture de cellules
Certains immunobuvardages ont été effectués à partir de milieux de culture, dans 
le but de mettre en évidence des protéines sécrétées par les cellules. C’est le cas de la 
serpinE2 qui a presque toujours été détectée de cette façon. Avant de récolter le milieu de 
culture des cellules, ces dernières ont été rincées quatre fois avec du PBS afin d’enlever 
toute trace de sérum, puis elles ont été incubées toute la nuit avec du milieu de culture 
sans FBS. Le lendemain, le milieu de culture a été récolté puis centrifugé à 1500 RPM 
pendant 5 minutes afin d’éliminer les débris présents. Il a ensuite été concentré sur 
Centricon 10 (Millipore, Mississauga, Ontario, Canada) pendant environ 2,5 heures à 
6,5K et 4°C. Le surnageant concentré a ensuite été déposé sur gel et séparé par 
électrophorèse, de la même façon que les lysats cellulaires. Pour l’anticorps reconnaissant
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la serpinE2, plusieurs étapes du protocole d’immunobuvardage ont été modifiées. 
D’abord, le transfert s’est fait sur une membrane de PVDF (PerkinElmer, Woodbridge, 
ON, Canada) préalablement hydratée dans le méthanol absolu. Suite au transfert, la 
membrane a été colorée quinze minutes dans le Bleu de Coomassie G-250 (Sigma- 
Aldrich) dilué à 0,25% dans la solution décolorante contenant un mélange méthanol : eau 
distillée : acide acétique (5:5:1) puis décolorée brièvement dans cette même solution. La 
membrane a ensuite été séchée toute la nuit puis bloquée une heure à température de la 
pièce dans une solution de blocage de PBS/Tween 0,05% contenant 6% de lait en poudre. 
Les anticorps ont été dilués avec une solution de PBS/Tween 0,05% contenant 3% de lait 
en poudre. Pendant le blocage, l ’anticorps primaire anti-serpinE2 a été préalablement 
incubé avec une membrane de nitrocellulose vierge pour tenter de réduire le plus possible 
le bruit de fond. Après le blocage, la membrane a été incubée avec l’anticorps primaire 
anti-serpinE2 pendant 2 heures à température pièce avec agitation puis la membrane a été 
lavée au moins 3 fois 10 minutes dans le PBS/Tween 0,05%. La membrane a ensuite été 
incubée en présence de l’anticorps secondaire pendant une heure à température de la 
pièce, puis 3 autres lavages de 10 minutes dans le PBS/Tween 0,05% ont suivi. La 
révélation de la protéine s’est effectuée de la même façon qu’il a été décrit précédemment. 
Un liquide folliculaire de bovin riche en serpinE2 a été utilisé comme contrôle positif 
(BEDARD et al., 2003). Ce contrôle nous a été généreusement donné par le Dr Jacques 
G. Lussier (Université de Montréal, QC, Canada).
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Tableau 6 : Liste des anticorps utilisés
A n t ic o r p s
P r im a ir e
C o n c e n t r a t io n
u t il isé e
A n t ic o r p s
SECONDAIRE
C o n c e n t r a t io n

















Signaling, Danvers, MA, 
USA)





Signaling, Danvers, MA, 
USA)



























Chemical, Ann Arbor, 
MI, USA)





(Dr Lussier, Université 
de Montréal, St- 
Hyacinthe, QC, Canada)





Applied Science, Laval, 
QC, Canada)








1/100 Anti-souris Alexa Fluor 
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7. E s sa is  d ’in v a s io n
Les inserts de Matrigel (BD Biosciences) ont été déposés dans les puits d ’une 
plaque à 6 puits contenant 2 ml de milieu de culture avec 5% FBS. Les cellules (IEC-6 
MEKwt, IEC-6 MEKca ou HT-1080) ont été ensemencées en nombre égal dans chaque 
insert avec 2 ml de milieu de culture sans sérum, puis elles ont été incubées pendant 28 h 
à 37°C. Du U0126 (lOpM) ou de l’inhibiteur des MMP-2/9 (10 pM) ont également été 
ajoutés aux cellules IEC-6 MEKca à intervalle de 12 heures pour toute la durée de 
l’incubation dans les chambres d’invasion. Une fois l’incubation terminée, les inserts ont 
été retirés de leur puits respectifs et les cellules non invasives demeurées en surface ont 
été éliminées par grattage avec un coton tige. Les cellules invasives présentes de l’autre 
côté de la membrane poreuse ont été fixées pendant 2 minutes dans du méthanol absolu 
puis colorées à l’aide de violet de cristal (Fisher Scientifique) pendant 2 minutes. Après le 
rinçage des inserts dans l’eau distillée pour enlever l’excès de colorant, ces derniers ont 
été séchés à l’air libre. Ils ont ensuite été découpés à l’aide d’un scalpel pour finalement 
être placés à l’envers sur une lame de microscope préalablement imprégnée d ’une goutte 
d ’huile à immersion. Une deuxième goutte d’huile a été déposée sur chaque membrane 
puis les membranes ont été recouvertes d’une lamelle. Elles ont ensuite été observées à 
l’aide d’un microscope otique Nikon Eclipse E200 (Nikon, Montréal, QC, Canada) puis 
photographiées à T’aide d’une caméra digitale Nikon Coolpix 5400 (Nikon) adaptée au 
microscope.
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8. Z y m o g r a p h i e  e t  Z y m o g r a p h i e  i n v e r s e
Les échantillons de milieu sans sérum concentrés ont été dilués dans un tampon 
contenant 0.25 M Tris-HCl, 0.1% Bleu de bromophénol, SDS 2% puis soumis à une 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide 10% ou 12%, SDS 0.1% contenant 0.1% de 
gélatine (Sigma-Aldrich) ou de P-caséine (Sigma-Aldrich), pendant 1,5 heures à 20 mA et 
4°C. Après l’électrophorèse, le gel a été placé sous agitation, dans une solution de Triton 
X-100 (MP Biomedicals) 2.5% pendant trois fois 10 minutes à température ambiante. 
Cette opération a permis de renaturer les protéines en éliminant le SDS. Le gel a ensuite 
été incubé toute la nuit à 37°C dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 50 mM, 
CaCl2 10 mM. Le gel a ensuite été coloré 30 minutes à température de la pièce et avec 
agitation dans le Bleu de Coomassie G-250 dilué à 0.25% dans la solution décolorante 
contenant un mélange méthanol : eau : acide acétique: (5:5:1). Il a ensuite été décoloré 
dans cette même solution pour finalement être séché à l’aide d’un sécheur de gel Savant 
2000 pendant 45 minutes à 80°C. La présence de protéases est révélée par l’existence de 
bandes claires sur fond bleu à la hauteur du poids moléculaire des protéines d’intérêt.
En ce qui concerne la zymographie inverse, mentionnons uniquement les 
modifications apportées au protocole de zymographie. Tout d’abord, nous avons ajouté au 
gel de gélatine de la proMMP-9 (Chemicon, Temecula, CA, USA) à raison de 0.16 pg/ml. 
La renaturation s’est effectuée dans le Triton 2.5% à température ambiante à raison de 
trois fois 1 heure. Le gel a ensuite été incubé toute la nuit à 37°C dans un tampon Tris- 
HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 200 mM, CaCl2 5 mM. La présence des TIMPs est révélée par
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l’existence de bandes foncées sur fond clair à la hauteur du poids moléculaire des 
protéines d’intérêt.
9. Im m u n o f l u o r e s c e n c e  in d ir e c t e  s u r  c e l l u l e s
Les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca ont été ensemencées dans des plaques de 6 
puits sur des lamelles de verre stériles (18X18 mm). À la fin de leur incubation, les 
cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS froid puis fixées avec une solution de PFA 3% 
pendant 20 minutes à température pièce. Les cellules ont ensuite été lavées 3 fois 5 
minutes avec du PBS puis perméabilisées avec du Triton 0.1% dans du PBS pendant 10 
minutes à température de la pièce. Trois lavages de 5 minutes ont suivi et les cellules ont 
été incubées avec une solution de PBS/glycine 100 mM pendant 45 minutes à 4°C. Après 
3 autres lavages de 5 minutes avec le PBS, les cellules ont été incubées en présence d’une 
solution de blocage contenant PB S/BSA 2%. Le blocage a été effectué pendant 30 
minutes à température pièce dans une chambre humide. Deux rinçages au PBS ont suivi le 
blocage et les cellules ont été incubées en présence de l’anticorps primaire anti-|3- 
caténine, dilué avec la solution de blocage 1/100, pour une période de 2 heures à 
température pièce dans une chambre humide. Après 3 lavages de 5 minutes au PBS, 
l’anticorps secondaire monoclonal (goat anti-mouse IgG) Alexa Fluor 488 a été ajouté 
pendant 30 minutes à température pièce et à l’abri de la lumière. Après un lavage de 5 
minutes dans le PBS, les cellules ont été colorées au DAPI 30 secondes à température 
pièce et à l’abri de la lumière. Après 3 autres lavages de 5 minutes au PBS, le montage a 
été effectué en ajoutant une goutte de paraphénylènediamine 1% sur chaque lamelle. Les 
longueurs d’onde utilisées ont été ajustées entre 340-380 nm (excitation) et à 425 nm
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(émission) et la fluorescence émise a ensuite été captée par un microscope de type Leica 
DMRXA (Leica Instruments, Richmond Hill, ON, Canada). Finalement, les images ont 
été transférées dans le logiciel Metamorph.
10. M e s u r e  d e  l ’a c t iv it é  s é r in e  p r o t é a s e
Les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes ont été rincées quatre fois 
avec du PBS stérile puis elles ont été incubées toute la nuit avec du milieu de culture 
contenant 2% FBS. Le lendemain, les milieux de culture ont été récoltés puis centrifugés à 
1500 RPM pendant 5 minutes. Ils ont par la suite été concentrés sur Centricon 10 
(Millipore) pendant environ 2,5 heures à 6,5K et 4°C. Les échantillons ont ensuite été 
déposés dans une plaque de 96 puits (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) 
à raison de 5 pl de milieu MEKca. Étant donné le nombre inégal de cellules MEKwt et 
MEKca à post-confluence, un volume d’échantillon de milieu MEKca a aussi été ajusté de 
manière inversement proportionnelle au nombre de cellules comptées à l ’hématimètre 
(Hausser Scientific, Horsham, PA, USA). La mesure de l’activité sérine protéase a ensuite 
été déterminée en utilisant un lecteur de plaques à fluorescence Synergy™ HT (Bio-Tek 
instruments, Winooski, VT, USA) emprunté dans le laboratoire du Dr Benoit Paquette du 
département de Médecine Nucléaire et Radiobiologie (Université de Sherbrooke, QC, 
Canada). La longueur d ’onde d’excitation de l’appareil a été ajustée à 340 nm et la 
longueur d’onde d’émission à 460 nm. Les lectures d’hydrolyse à l ’égard du tampon de 
réaction contenant 75 pM de substrat Boc-Gln-Ala-Arg-AMC obtenu de Bachem 
(Torrance, CA, USA) dans 50 mM Tris et 20 mM CaCl2 ajusté à pH 7.4 ont été prises à 
intervalle de 1 minute pendant une heure à 37°C avec agitation. Les mesures ont ensuite
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été comparées avec une courbe standard contenant des concentrations connues de trypsine 
de pancréas de porc (Sigma-Aldrich). L’activité sérine protéase présente dans chaque 
échantillon de milieu a été mesurée en triplicata. L’analyse des résultats a été effectuée 
avec le logiciel KC4.
11. D o s a g e  d e  l ’a c t iv it é  d e  l a  c o x -2
Le dosage de l’activité de l’enzyme COX-2 s’est fait indirectement par dosage des 
prostaglandines (PGE2) dans le milieu des cellules IEC-6 MEKwt et MEKca 
nouvellement confluentes. Le dosage a été effectué en collaboration avec le laboratoire du 
Dr de Brum-Femandes du service de Rhumatologie (Université de Sherbrooke, QC, 
Canada) à l ’aide de l’ensemble commercial de dosage PGE2 EIA Monoclonal (Cayman 
Chemical). Les cellules ont d’abord été ensemencées dans des plaques 24 puits et 
incubées jusqu’à l’atteinte de la confluence. Au jour 0, leur milieu de culture contenant 
5% FBS a été renouvelé et elles ont été traitées pendant 4 ou 12 heures avec acide 
arachidonique (10 pM), NS-398 (10 pM) ou acide arachidonique + NS-398. Des cellules 
contrôles n’ayant subi aucun traitement ont également été utilisées en parallèle. L’acide 
arachidonique et le NS-398 (inhibiteur de COX-2) ont été obtenus de Cayman Chemical. 
Les milieux ont ensuite été récoltés puis congelés à -80°C jusqu’au dosage, alors que les 
cellules ont été lysées avec 30 pl de tampon Triton pour déterminer, par méthode BCA, 
leur concentration en protéines. La méthode de dosage utilisée consiste brièvement en un 
ELIS A de compétition dans lequel l’absorbance mesurée est inversement proportionnelle 
à la quantité de PGE2 produite dans le surnageant des cellules. Dans chaque puits sont 
mélangés un anticorps anti-PGE2 et un traceur PGE2 couplé à une enzyme (acétylcholine
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estérase) qui rend le substrat jaune. Après incubation toute la nuit, la plaque est lavée 4 à 
5 fois et le réactif Ellman (substrat de l’enzyme) est ajouté pour environ 60-90 minutes à 
température pièce. La D.O. est ensuite mesurée avec un spectrophotomètre à une longueur 
d’onde de 602-620 nm. Plus il y a de PGE2 dans les échantillons, plus faible sera la DO 
obtenue. Le calcul des résultats a été effectué à l’aide du fichier Excel EIA double du site 
de Cayman Chemical (www.caymanchem.com). Ces résultats servent ensuite dans le 
calcul de la concentration en PGE2 présente dans les échantillons.
12. VÉRIFICATION DE L’EFFET D’INHIBITEURS SUR LA FORMATION DES FOYERS
Les cellules IEC-6 MEKca ont subi divers traitements avec des inhibiteurs 
pharmacologiques : U0126 (10 pM), PD153035 (10 pM), LY294002 (15 pM), inhibiteur 
des MMP-2/9 type IV (20 pM), tous obtenus de Calbiochem (San Diego, CA, USA) et le 
NS-398 (10 pM), obtenu de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) (tableau 7). Les 
traitements ont débuté au jour 0 (confluence) et les inhibiteurs ont été administrés à 
intervalle de 24 heures pendant 6 jours consécutifs. Les cellules ont ensuite été 
photographiées à l’aide d ’un microscope de type Leica DMIRBE (Leica Instruments) et 
les images ont été acquises par l ’intermédiaire du logiciel Metamorph. Pour chacune des 
conditions, du milieu sans sérum a aussi été récolté et des cellules ont été lysées avec un 
tampon Triton.
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Tableau 7 : Liste des inhibiteurs utilisés
In h ib it e u r s C o n c e n t r a t io n
u t il isé e
C ib l e  (s) F o u r n is s e u r
U0126 10 pM MEK Calbiochem
PD153035 10 pM REGF Calbiochem
LY294002 15 pM PI3K Calbiochem
NS-398 10 pM COX-2 Cayman Chemical
Inhibiteur MMP-2/- 
9 type IV
20 pM MMP-2/ MMP-9 Calbiochem
ZVAD 20 pM Caspases Promega (Madison, WI, 
USA)
13. T e s t  d ’e x c l u s io n  a u  b l e u  t r y p a n
Les cellules IEC-6 MEKca ont été amenées à 10 jours post-confluence (présence 
de foyers) et un traitement a été débuté avec 10 pM de U0126 ou du DMSO (Fisher 
Scientifique). Le traitement s’est poursuivi à intervalle de 24 heures pendant 3 jours et ce, 
sans changer le milieu des cellules. Au jour 3, le milieu de culture a été récolté puis 
centrifugé à 1500 RPM pendant 5 minutes. Le surnageant des cellules a été éliminé et le 
culot resuspendu avec 50 pl de milieu de culture et 50 pl de trypan bleu. Un décompte 
des cellules présentes dans le culot et représentant les cellules en suspension dans le 
surnageant a ensuite été effectué à l’aide d’un hématimètre, afin de déterminer la 
proportion de cellules mortes et vivantes.
Dans un deuxième temps, des cellules IEC-6 MEKca à 21 jours post-confluentes 
ont été traitées avec DMSO, U0126 (20 pM) ou la combinaison U0126 (20 pM) et ZVAD
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(20 pM) pendant toute une nuit. Le lendemain, toutes les cellules (adhérées et non 
adhérées) ont été récoltées et nous avons effectué un décompte cellulaire avec le trypan 
bleu afin de déterminer le pourcentage de cellules mortes pour chacune des conditions 
utilisées. Nous avons donc voulu voir si l’inhibition des caspases par traitement avec le 
ZVAD renverse l’effet apoptotique entraîné par le traitement avec le U0126.




1. A n a l y s e  d e  l ’e f f e t  d ’in h ib it e u r s  s u r  l a  p r o l if é r a t io n  d e s  c e l l u l e s  IEC-6 
MEKca e t  l a  f o r m a t io n  d e s  f o y e r s .
Dans le but de répondre à notre premier objectif qui était d ’analyser la contribution 
de différentes voies de signalisation dans la transformation épithéliale intestinale induite 
par MEKca, l ’implication de diverses protéines clés de ces voies dans l’apparition des 
foyers cellulaires a été analysée dans notre population IEC-6 MEKca. Rappelons que ces 
cellules, contrairement aux cellules MEKwt, possèdent la capacité de continuer à 
proliférer après l’atteinte de la confluence et forment des foyers cellulaires. Les cellules 
MEKca ont donc été traitées à partir du jour 0 et pendant quelques jours (6) avec 
différents inhibiteurs pharmacologiques spécifiques. Un inhibiteur de MEK (U0126 10 
pM), un inhibiteur de la PI3K (LY294002 15 pM), un inhibiteur du REGF (PD153035 10 
pM) ainsi qu’un inhibiteur de la COX-2 (NS-398 10 pM) ont été utilisés. La première 
figure démontre que seule l’inhibition de MEK, par traitement avec le U0126, prévient la 
formation des foyers cellulaires.
2 . A n a l y s e  d e  l ’e f f e t  d ’in h ib it e u r s  s u r  l ’e x p r e s s io n  d e s  d if f é r e n t e s
ISOFORMES PHOSPHORYLÉES ET ACTIVES DES ERKS DANS LES CELLULES IEC-6 
MEKwt e t  MEKca.
Encore ici, des cellules MEKwt et MEKca confluentes ont été utilisées et celles-ci 
ont été traitées à partir du jour 0 à intervalle de 24 heures, avec différents inhibiteurs.
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U0126 (IOjiM) LY 294002 (15pM)
CTL (DMSO)
PD153035 (lOpM) NS-398 (lOpM)
Figure 1. Effet d’inhibiteurs pharmacologiques sur la prolifération des cellules IEC- 
6 MEKca et la formation des foyers cellulaires.
Les cellules IEC-6 MEKca confluentes (jour 0) ont été traitées avec des inhibiteurs 
bloquant diverses voies de signalisation impliquées dans la prolifération. Elles ont été 
traitées avec (A) le DMSO, (B) le U0126 (10 pM), (C) le LY294002 (15 pM), (D) le 
PD153035 (10 pM) ou (E) le NS-398 (10 pM) pendant 6 jours afin d’observer l’impact 
de chacun de ces traitements sur la capacité des cellules MEKca à former des foyers 
cellulaires. Représentatif de 3 expériences indépendantes.
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pharmacologiques. Après 6 jours de traitement, l ’expression du niveau de phosphorylation 
des différentes isoformes des ERKs a été regardée par immunobuvardage. Dans les 
cellules MEKwt non traitées à post-confluence, l’absence de phosphorylation de 
l’isoforme ERK lb est notée comparativement à la population MEKca (fig. 2A et 2B, 
premières pistes). Suivant un traitement avec le U0126, il y a diminution du niveau de 
phosphorylation des isoformes ERK1 et ERK2 dans les 2 lignées (fig. 2A et 2B, 
deuxièmes pistes) et abolition de la phosphorylation de l’isoforme ERK lb dans les 
cellules IEC-6 MEKca (fig. 2B, deuxième piste). Lorsque les cellules sont traitées avec le 
LY294002 ou le PD153035, aucune variation considérable du niveau de phosphorylation 
des différentes isoformes des ERKs n ’est notée en relation avec les cellules non traitées 
(fig. 2A et 2B, pistes 3 et 4).
3. A n a ly se  d e s  n iv e a u x  d e  p h o s p h o r y l a t io n  du  REGF e t  d ’A k t  a in s i q u e  d e  
L’EXPRESSION DE LA COX-2 ET DE SON ACTIVITÉ DANS LES POPULATIONS IEC-6 
MEKwt e t  MEKca.
Le niveau d’expression des formes actives du REGF et d’Akt a ensuite été analysé 
par immonubuvardage, dans nos deux populations cellulaires, en utilisant des anticorps 
phospho-spécifiques reconnaissant les résidus phosphorylés caractéristiques des formes 
actives de ces protéines. Le niveau d’expression de l’enzyme COX-2 et de l’actine a aussi 
été analysé. Aucun changement n’est constaté dans le niveau d’activité du REGF ou de 
celui d’Akt. De plus, le niveau d’expression de l’enzyme COX-2 semble identique dans 
les deux populations cellulaires (fig. 3). L’activité de l’enzyme COX-2 a aussi été 
mesurée par dosage de la PGE2 dans le milieu des cellules traitées pendant 4 ou 12 heures 
avec acide arachidonique, NS-398 (inhibiteur spécifique de COX-2) ou acide
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U0126 (10 pM) 










U0126 (10 pM) 
LY294002 (15 pM) 
PD153035 (10 JiM)
Figure 2. Effets d’inhibiteurs sur l’expression des formes phosphorylées et actives 
des différentes isoformes de ERK.
Les cellules IEC MEKwt et MEKca ont été traitées à partir du jour 0 avec U0126 (10 
pM), LY294002 (15 pM), PD153035 (10 pM) ou DMSO à intervalle de 24 heures 
pendant 6 jours. Elles ont ensuite été lysées dans un tampon triton et l’expression des 
isoformes phosphorylées des ERKs a été analysée par immunobuvardage de type 
Western.
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Figure 3. Niveaux d’activité du REGF et d’Akt et niveau d’expression de l’enzyme 
COX-2 dans les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca.
Les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes ont été lysées dans un tampon 
triton puis 50 pg de protéines (100 pg pour EGFR) ont été déposées sur gel SDS-PAGE 
10% afin de vérifier par immunobuvardage, l’expression des formes phosphorylées 
(actives) et totales du REGF ainsi que d’Akt, de COX-2 et de l’actine comme contrôle.
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arachidonique et NS-398. À partir des graphiques (fig. 4), il est possible d’observer dans 
les deux populations cellulaires (après 4 et 12 h), un certain niveau de base de PGE2 (CTL 
4h et 12h). Lorsque les cellules sont stimulées à l’acide arachidonique, une augmentation 
de la synthèse de PGE2 (+ aa 4h et 12h) est constatée. Lorsque les cellules sont traitées 
avec le NS-398, une production de PGE2 qui ressemble au niveau de base (+ NS-398 4h et 
12h) est également remarquée suggérant une synthèse de base de PGE2 indépendante de 
COX-2 (plutôt dépendante de COX-1). Finalement, lorsque les cellules sont traitées avec 
l’acide arachidonique et le NS-398, une faible diminution de la production de PGE2 est 
notée dans les MEKwt 4h (MEKwt + aa + NS-398 4h) et les deux populations cellulaires 
après 12 heures (aa + NS-398 12h). Une très faible augmentation de PGE2 est observée 
dans les MEKca 4h (MEKca + aa + NS-398 4h). Ces résultats semblent suggérer une 
synthèse de prostanglandines indépendante de l’activité de la COX-2 dans les deux 
lignées cellulaires. De plus, la surexpression du MEKca ne semble pas affecter de manière 
significative le niveau de production et de sécrétion de la PGE2.
4. L o c a l is a t io n  e t  n iv e a u  d ’e x p r e s s io n  d e  l a  p r o t é in e  b -c a t é n in e  d a n s  l e s  
c e l l u l e s  IE C -6  M E K w t  e t  M E K c a .
Le niveau d’activation de la voie Wnt/p-caténine a ensuite été analysé dans nos 
deux populations cellulaires. D ’une part, l’immunofluorescence indirecte sur les cellules 
IEC-6 MEKwt et MEKca confluentes démontre une localisation identique de la P- 
caténine au niveau de la membrane plasmique (fig. 5A), probablement aux contacts 
cellule-cellule médiés par la E-cadhérine. L’expression des formes active et totale de la 
P-caténine a également été analysée par immunobuvardage, sur des lysats de cellules IEC-
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A. Cinétique de 4 heures
M EKwt M EKca M EKwt + M EK ca + M EKwt + M EKca + M EKwt + M EKca + 
CTL 4h  CTL 4h aa 4h aa 4h NS-398 NS-398 aa + N S- a a + N S -
4h 4h  398 4h  398 4h
B. Cinétique de 12 heures
■ ■
MEKwt CTL MEKca CTL MEKwt + a a MEKca + a a MEKwt + 
12h 12h 12h 12h NS-398
12h
MEKca + MEKwt + aa MEKca + aa 
NS-398 12h + NS-398 + NS-398
12h 12h
Figure 4. Dosage de l’activité de l’enzyme COX-2 dans le milieu de culture des 
cellules IEC-6 MEKwt et MEKca.
Les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits 
et incubées jusqu’à confluence. Elles ont ensuite été non traitées (CTL) ou traitées avec 
l’acide arachidonique (aa) (10 pM), le NS-398 (10 pM) ou les deux pendant 4 ou 12 
heures. Le milieu des cellules a ensuite été récolté à la fin du traitement et l’activité de 
l’enzyme COX-2 a été mesurée indirectement par dosage de la PGE2 à l’aide d’un 
ensemble commercial.
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A. Immunofluorescence indirecte







Figure 5. Localisation et niveau d’expression de la P-caténine dans les cellules IEC-6 
MEKwt et MEKca.
(A) Les cellules IEC-6 MEKwt et MEKca confluentes (jour 0) ont été fixées avec de la 
PFA 3% puis perméabilisées avec une solution de PBS IX contenant 0.1% Triton. Elles 
ont ensuite été incubées avec un anticorps dirigé contre la P-caténine dans le but de 
détecter par immunofluorescence indirecte, sa localisation dans ces cellules. (B) Les 
cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes ont été lysées dans un tampon triton 
puis 50 pg de protéines ont été déposées sur gel SDS-PAGE 10% afin de vérifier par 
immunobuvardage, l’expression de la forme active (stabilisée) de la p-caténine, de sa 
forme totale et de P actine.
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6 MEK post-confluentes. La détection de la forme active de la P-caténine est permise 
grâce à un anticorps qui décèle la P-caténine non phosphorylée sur les résidus ser37 et 
thr43. Cette forme correspond à la P-caténine stabilisée et non dégradée par la GSK3p. 
Des niveaux d’expression identiques des formes active et totale de la P-caténine sont 
remarqués dans les populations MEKwt et MEKca post-confluentes (fig. 5B).
5. E f f e t  d u  t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  M E K c a  p o s t - c o n f l u e n t e s  ( f o y e r s )  
AVEC LE U0126 ET LE ZVAD.
Après avoir noté que le traitement avec l’inhibiteur de MEK (U0126) au jour 0 
(confluence) prévient l’apparition des foyers cellulaires dans les cellules MEKca, l’impact 
du même traitement sur des cellules post-confluentes présentant déjà des foyers a ensuite 
été analysé. Les cellules ont été traitées avec 10 pM de U0126, à intervalle de 24 heures, 
pendant 3 jours consécutifs. Il a alors été remarqué que le traitement entraîne la 
disparition des foyers mais n’affecte pas le reste de la monocouche cellulaire. Suite à ce 
résultat, la viabilité des cellules des foyers, en suspension dans le milieu de culture suite 
au traitement avec le U0126, a été analysée. Un test d’exclusion avec le trypan bleu a été 
effectué afin de déterminer d’abord, la proportion de cellules en suspension dans le 
surnageant et dans un deuxième temps, la proportion de cellules mortes et vivantes. 
Comme le démontre le graphique (fig. 6), une très grande quantité de cellules présentes en 
suspension est notée dans la population traitée avec le U0126. Ces cellules sont fort 
probablement les cellules issues des foyers. Il est également observé que la très grande 
majorité de ces cellules en suspension sont des cellules mortes (environ 96%) alors que 
dans les cellules non traitées, très peu de cellules se retrouvent en suspension et 
seulement une faible proportion de
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MEKca CTL (DMSO) MEKca U0126
Contrôle UO20uM UO+Zvad 20uM
□  Cellules totales en  suspension 
■  Cellules m ortes
Figure 6. Effet du traitement des cellules MEKca post-confluentes avec le U0126 et 
le Z-VAD.
(A) Les cellules IEC-6 MEKca post-confluentes ont été traitées avec DMSO ou U0126 
(10 pM) à intervalle de 24 heures pendant 3 jours. Après le traitement, le surnageant des 
cellules a été récolté et un décompte au trypan bleu a été effectué afin de déterminer le 
nombre de cellules mortes et de cellules vivantes présentes en suspension dans le 
surnageant. Résultat représentatif de 3 expériences indépendantes. (B) Les cellules IEC-6 
MEKca post-confluentes ont été traitées une nuit avec DMSO, U0126 (20 pM) ou la 
combinaison U0126 (20 pM) et Z-vad (20 pM). Les cellules contenues dans le pétri et le 
surnageant ont ensuite été récoltées puis le % de mort cellulaire a été déterminé par un 
décompte au trypan bleu, n = 2.
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celles-ci (environ 46%) sont des cellules mortes.
Nous avons par la suite cherché à savoir si la mort cellulaire occasionnée par le 
traitement au U0126 nécessite l’activité des caspases. L’effet d’un traitement combiné 
U0126 et ZVAD sur des cellules MEKca post-confluentes a ensuite été analysé. Les 
cellules ont donc été traitées avec DMSO, U0126 (20 pM) ou la combinaison U0126 (20 
pM) et ZVAD (20 pM) pendant une journée et ensuite, un décompte cellulaire au trypan 
bleu a été effectué afin de déterminer le pourcentage de mort cellulaire sur l’ensemble des 
cellules pour chacune des conditions. Comme le démontre la figure 6B, le traitement des 
cellules IEC-6 MEKca post-confluentes avec un inhibiteur général des caspases combiné 
au U0126 réduit la mort cellulaire d’environ 50%, suggérant une mort cellulaire 
dépendante de l’activation des caspases.
6. An a l y se  d e  l a  c a p a c it é  in v a s iv e  d es  c e l l u l e s  IE C -6  M E K c a .
Dans le but de répondre à notre deuxième objectif qui est d’identifier et d ’analyser 
les cibles moléculaires de MEKca responsables de l’induction de la transformation 
épithéliale intestinale, les résultats obtenus avec les micropuces d’ADN ont d’abord été 
examinés. De cette analyse sont ressortis plusieurs gènes codant pour des protéines 
impliquées dans la migration et l’invasion des cellules. À la lumière de ces résultats, 
la capacité d’invasion de notre lignée cellulaire IEC-6 MEK a dans un premier temps été 
analysée. Des essais d ’invasion ont été effectués en ensemençant les cellules HT-1080 
(CTL+), IEC-6 MEKwt et IEC-6 MEKca dans des inserts poreux recouverts de Matrigel, 
une substance mimant la MEC. Les cellules capables de digérer la matrice de Matrigel
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sont aptes à traverser les pores et à se retrouver de l’autre côté de la membrane de l’insert. 
Ces cellules peuvent ensuite être observées au microscope. Les cellules HT-1080 
possèdent une bonne capacité invasive (fig. 7 A) tout comme les cellules IEC-6 MEKca 
(fig. 7C) alors que les cellules IEC-6 MEKwt en sont dépourvues (fig. 7B). Suite à ces 
résultats, l’impact de l’inhibition de MEK et de l’inhibition des MMP-2/9 sur la capacité 
d’invasion des cellules MEKca a été vérifié. Une population de cellules MEKca a alors 
été traitée avec du U0126 (10 pM) et une autre avec l’inhibiteur des MMP-2/9 (10 pM) à 
intervalle de 12 heures pour la durée de l’incubation. Suite à l’inhibition de MEK et des 
MMP-2/9, une forte diminution de la capacité invasive des cellules MEKca est notée (fig. 
7D et 7E).
7. M e s u r e  d e  l ’a c t iv it é  g é l a t in a s e  d a n s  l e  m il ie u  d e  c u l t u r e  d e s  c e l l u l e s
IE C -6  M E K  ET DES LIGNÉES CANCÉREUSES COLORECTALES.
Étant donné l’implication reconnue de plusieurs MMPs dans l’invasion et le 
processus métastasique tumoral, la présence d ’activité gélatinase a été analysée dans le 
milieu de culture de nos cellules IEC-6 MEK par zymographie. Pour ce faire, du milieu 
de culture sans sérum concentré de cellules post-confluentes (IEC-6 MEKwt, IEC-6 
MEKca et IEC-6 MEKca traitées au U0126) a été utilisé. Les milieux de culture ont été 
déposés sur un gel contenant de la gélatine, un substrat reconnu pour la MMP-2 et la 
MMP-9. Ces dernières sont deux MMPs sécrétées et fréquemment impliquées dans la 
progression et le processus métastasique de plusieurs types de cancer dont le cancer 
colorectal (MOOK et a l, 2004; ZUCKER et VACIRCA, 2004). Dans un premier temps,
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Figure 7. Analyse de la capacité invasive de la lignée cellulaire IEC-6 MEK.
Les cellules (HT-1080, IEC-6 MEKwt et MEKca) ont été ensemencées à densité égale sur 
des insérts recouverts de matrigel puis incubées avec du milieu sans FBS pendant 72 
heures. Une population de cellules IEC-6 MEKca a également été traitée avec du U0126 
(10 pM) ou de T inhibiteur des MMP-2/9 à intervalle de 12 heures pour la durée de 
l’incubation. Les cellules non invasives ont été éliminées par grattage et les cellules 
invasives ont été colorées au violet de cristal puis observées au microscope optique. 
Résultat représentatif de n = 3 expériences.
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la présence de deux activités gélatinases est observée dans les cellules MEKca, une à un 
poids moléculaire situé entre 75 et 105 KDa et une deuxième située entre 50 et 75 KDa 
(fig. 8A). Ces activités peuvent fort bien correspondre à celles de la MMP-2 (72/62 KDa) 
et de la MMP-9 (92/86 KDa). Il est aussi remarqué que l’inhibition de MEK par 
traitement avec le U0126 abolit ces activités gélatinases (fig. 8A). Afin de confirmer 
l’implication des MMP-2/9, la zymographie a été reprise en ajoutant au tampon de 
révélation de l’activité métalloprotéase, un inhibiteur spécifique des MMP-2/9. La 
présence d’un inhibiteur de ces deux MMPs dans le tampon d’incubation du gel de 
zymographie abolit les activités gélatinases normalement présentes dans le milieu de 
culture des cellules MEKca (fig. 8B).
L’effet de l’inhibition de la PI3K et du REGF sur l ’activité gélatinase a également 
été analysé, en utilisant du milieu de culture sans sérum de cellules MEKwt et MEKca 
traitées avec le LY294002 (15 pM) ou le PD153035 (10 pM). La zymographie (fig. 9) 
démontre que l’inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt et de celle du REGF 
n ’entraîne pas l’abolition de l’activité des MMP-2/9, comme il a été remarqué avec 
l’inhibition de la voie MEK/ERK (U0126) (fig. 8A).
Dans un dernier temps, la présence d’activités gélatinases a été analysée dans le 
milieu de culture de cellules cancéreuses colorectales humaines. À cet effet, une très 
faible activité de MMP-2/-9 a été détectée dans les lignées cancéreuses Colo 205, DLD-1 
et Caco-2/15 (sous-confluentes) (fig. 10).
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A. Milieux de culture sans FBS de cellules IEC-6 MEKwt et IEC-6 MEKca
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Figure 8. Activités gélatinases dans la lignée cellulaire IEC-6 MEKca.
(A) Du milieu sans sérum concentré de cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post- 
confluentes traitées ou non avec le U0126 (10 pM) a été déposé sur gel de polyacrylamide 
10% contenant 0.1% de gélatine. Les échantillons ont ensuite été analysés par 
zymographie afin de détecter l’activité de métalloprotéases matricielles. (B) Après avoir 
détecté des activités gélatinases dans la lignée IEC-6 MEKca, la zymographie a été refaite 
en ajoutant au tampon (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, NaCl 50 mM, CaCk 10 mM), un 
inhibiteur spécifique des MMP-2/-9 à raison de 20 pM. Résultat représentatif de 5 
expériences en A) et de 2 en B).
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LY 294002 (15 pM) : 
PD 153035 (10 pM) :
50 KDa
Figure 9. Effet de l’inhibition de la P13K et du REGF sur les activités gélatinases 
des cellules IEC-6 MEKca.
Le milieu sans FBS des cellules IEC-6 MEKwt et MEKca traitées ou non avec le 
LY294002 (15 pM) ou le PD153035 (10 pM) à intervalle de 24 heures pendant 6 jours a 
été concentré puis déposé sur un gel de polyacrylamide contenant 0.1% de gélatine. Les 
échantillons ont été analysés par zymographie afin de déterminer l’implication de la PI3K 
et du REGF dans les activités gélatinases (MMP-2/-9) présentes dans le milieu des 
cellules EEC-6 MEKca. Résultat représentatif de 2 expériences indépendantes.
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Colo 205 DLD-1 Caco-2/15 MEKca
Figure 10. Activités gélatinases dans les lignées cancéreuses colorectales
Du milieu sans sérum concentré de cellules Colo 205, DLD1, Caco-2/15 (SC) et MEKca 
(CTL+) a été déposé sur gel de polyacrylamide 10% contenant 0.1% de gélatine. Les 
échantillons ont ensuite été analysés par zymographie afin de détecter la présence 
d’activités métalloprotéases. Résultat représentatif n = 2.
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8. A n a l y se  d e  l ’a c t iv it é  MMP-7 p a r  z y m o g r a p h ie  s u r  g e l  d e  P-c a s é in e .
La MMP-7 est une autre MMP fréquemment impliquée dans l’invasion et le 
processus métastasique de plusieurs cancers humains (SHIOMI et OKADA, 2003). Une 
expression significativement élevée de cette MMP est fréquemment retrouvée au sein 
d’échantillons de tissus tumoraux (ZUCKER et VACIRCA, 2004; PESTA et a l, 2005). À 
cet égard, l’analyse de la présence d’activité MMP-7 dans le milieu de nos cellules IEC-6 
MEKca a été entreprise. À cette fin, la lignée de cellules cancéreuses colorectales Colo 
205 a été utilisée comme contrôle positif (GU et al., 2001) et une zymographie sur gel 
12% contenant 0.1% de P-caséine, un substrat reconnu de cette MMP, a été réalisée. La 
zymographie démontre bien l’absence d’activité MMP-7 autant dans le milieu des cellules 
MEKwt que dans celui des cellules MEKca (fig. 11).
9. A n a l y s e  d e  l ’e x p r e s s io n  d u  m e s s a g e r  d e  d if f é r e n t e s  MMPs.
Étant donné que les zymographies ont démontré une suractivité des MMP-2/9, une 
analyse par RT-PCR de l’expression du messager de ces deux MMPs, à partir d’extraits 
d’ARN totaux de cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes, a été exécutée. Une 
surexpression de la MMP-2 (fig. 12A) et de la MMP-9 (fig. 12B) est constatée dans la 
population IEC-6 MEKca. Il est également connu qu’une autre MMP, la MT1-MMP 
(MMP-14), est aussi très impliquée au niveau de l’invasion tumorale et du processus 
métastasique (SATO et al., 2005). La MT1-MMP est une MMP membranaire qui occupe 
un rôle central dans le processus d’activation de la proMMP-2 (SATO et al., 1994). C’est 
ce qui nous a amené à vérifier par RT-PCR, l’expression de son messager.
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Zymographie sur gel de P-caséine
MEKwt MEKca Colo 205
MMP-7
Figure 11. Analyse de l’activité MMP-7 dans les cellules IEC-6 MEKwt, MEKca et 
Colo 205 par zymographie sur gel de p-caséine.
Les cellules IEC-6 MEKwt, IEC-6 MEKca et Colo 205 (post-confluentes) ont été 
incubées toute la nuit avec du milieu de culture sans sérum. Le lendemain, les milieux ont 
été récoltés puis concentrés à l’aide de Centricon 10 et utilisés pour une zymographie sur 
gel de polyacrylamide 12% contenant 0.1% de p-caséine, afin de vérifier les niveaux de 
sécrétion et d’activité de la MMP-7 (28/19 KDa). n = 3.
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Figure 12. Expression de l’ARN messager de différentes M MPs par RT-PCR.
Des extraits d ’ARN totaux de cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes ont été 
produits et 5 pg d’ARN ont été utilisés afin de vérifier par RT-PCR, l’expression du 
messager de (A) la MMP-2 (768 pb), (B) la MMP-9 (917 pb), (C) la MT1-MMP (625 pb) 
et (D) l’actine (-300 pb).
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Comme le démontre la figure 12C, il y a également surexpression de la MT1-MMP dans 
la population MEKca, ce qui concorde bien avec son rôle dans le processus d’activation 
de la proMMP-2. L’amplification du gène de l’actine a également été faite en parallèle et 
a été utilisée comme contrôle (fig. 12D).
10. E x p r e s s io n  d e  TIMP-2 e t  TIMP-3.
L’analyse par micropuces d’ADN avait démontré une diminution d’expression de 
TIMP-2 et TIMP-3 d’environ 2,5 fois dans la population MEKca. Une zymographie 
inverse a donc permis d’analyser l ’expression de TIMP-2 (21 KDa) et TIMP-3 (24-27 
KDa) dans le milieu de culture concentré de cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post- 
confluentes. Suite à la récolte des milieux, le ratio de cellules MEKca sur MEKwt a été 
compté et un volume de milieu inversement proportionnel au nombre de cellules a été 
utilisé pour la zymographie inverse. Comme le démontre la figure 13, la présence de deux 
inhibiteurs de MMPs est dénotée. Il semble y avoir une faible diminution d’un premier 
TIMP dans les MEKca (bandes du bas) pouvant correspondre au poids moléculaire de 
TIMP-2 (21 KDa). Pour ce qui est de l’autre inhibiteur, son poids moléculaire pourrait 
fort bien correspondre à celui de TIMP-3 (24-27 KDa) mais son niveau semble assez 
équivalent dans les deux populations (bande du haut).
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Figure 13. Analyse de l’expression des TIMPs par zymographie inverse.
Du milieu sans sérum concentré de cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes a 
été déposé sur gel de polyacrylamide 12% contenant 0.1% de gélatine et 0.8 pg de 
proMMP-9. La quantité de milieu utilisée pour chaque population a été ajustée de manière 
inversement proportionnelle au nombre de cellules comptées à l’hématimètre. Les 
échantillons ont ensuite été analysés par zymographie inverse afin de détecter la présence 
d’inhibiteurs endogènes des métalloprotéases matricielles (TIMPs). n = 2.
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11. E f f e t  d e  l ’in h ib it io n  d e s  MMP-2/9 d a n s  l a  p r o l if é r a t io n  d e s  c e l l u l e s  
MEKca.
Dans un dernier temps, l’impact de l’inhibition des MMP-2/9 sur la capacité des 
cellules MEKca à former des foyers cellulaires a été examiné. Nous avons donc procédé 
de la même façon que les autres inhibiteurs précédemment utilisés en traitant les cellules 
MEKca au jour 0 à intervalle de 24 heures pendant 6 jours consécutifs. Suite au 
traitement, une réduction de la formation des foyers est notée mais contrairement au 
U0126, l’inhibition des MMPs n ’empêche pas complètement la formation des foyers (fig. 
14).
12. E x p r e s s io n  d e  l a  s e r p in E 2  d a n s  l e s  c e l l u l e s  IEC-6 M E K c a  p o s t - 
c o n f l u e n t e s .
Toujours dans le but de répondre à notre deuxième objectif, un gène cible 
potentiel de la voie MEK/ERK a été répertorié. Ce dernier code pour un inhibiteur de 
protéases à sérine de la famille des serpines, protéines qui sont pour la plupart sécrétées 
dans le milieu extracellulaire. L’analyse par micropuces d ’ADN laisse présager une 
surexpression de la serpinE2 de plus de trente fois dans la population MEKca. Dans un 
premier temps, la surexpression de la serpinE2 par RT-PCR a été confirmée, à partir 
d ’extraits d ’ARN totaux de cellules MEKwt et MEKca à post-confluence. Cette première 
analyse démontre bien une expression de la serpinE2 uniquement dans la population 
MEKca (fig. 15A l ere et 3e pistes). Encore une fois, l ’effet du traitement des cellules avec 
le U0126 sur l’expression du messager de la serpinE2 dans ces cellules a été analysé. 
Comme le démontre la fig. 15A (3e et 4e pistes), l ’inhibition de MEK entraîne également 
une inhibition de l’expression du messager de la serpinE2 dans la population MEKca.
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IEC-6 MEKca 
+ inhibiteur MMP-2/9
Figure 14. Effet de l’inhibition des MMP-2/9 sur la prolifération des cellules IEC-6 
MEKca et la formation des foyers cellulaires.
Les cellules IEC-6 MEKca confluentes (jour 0) ont été traitées avec des inhibiteurs 
bloquant diverses voies de signalisation impliquées dans la prolifération. Elles ont été 
traitées avec (A) le DMSO ou (B) l’inhibiteur des MMP-2/9 (20 pM) pendant 4 jours afin 
d’observer l’impact du traitement sur la capacité des cellules MEKca à former des foyers 
cellulaires. Représentatif de 3 expériences indépendantes.
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Figure 15. Analyse de l’expression de la serpinE2 dans les cellules IEC-6 MEKwt 
et MEKca traitées ou non avec le U0126.
(A) L’ARN des cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes (PC) a été isolé puis 
analysé par RT-PCR afin de vérifier l’expression du messager de la serpinE2 dans ces 
cellules. (B) Des milieux de culture sans sérum de cellules IEC-6 MEKwt post- 
confluentes (PC), MEKca sous-confluentes (SC) et MEKca post-confluentes (PC) traitées 
ou non avec le U0126 (10 pM) ont été concentrés sur Centricon 10 puis déposés sur gel 
SDS-PAGE 10%. L’expression de la serpinE2 a ensuite été analysée par 
immunobuvardage de type Western en utilisant un contrôle positif de liquide folliculaire 
de bovin (CTL+). n = 5.
M EKwt MEKca MEKca CTL+ 
PC SC PC
97
Reproduced  with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without permission.
Ces résultats ont par la suite été confirmés par immunobuvardage, en utilisant du milieu 
de culture sans sérum de cellules MEKwt et MEKca sous-confluentes et post-confluentes, 
traitées ou non avec le U0126. L’immunobuvardage démontre une expression de la 
serpinE2 dans la population MEKca post-confluente non traitée avec l’inhibiteur 
pharmacologique de MEK (fig. 15B). Étonnamment, l ’expression de la serpinE2 n ’a pas 
été détectée dans les cellules MEKca sous-confluentes (fig. 15B 3e piste).
Étant donné que l’expression de la serpinE2 est beaucoup plus facilement 
détectable lorsque les cellules MEKca sont post-confluentes, nous avons voulu vérifier 
s’il existe une corrélation entre l’expression de la serpinE2 et la présence de foyers 
cellulaires. Nous avons pensé que ce sont peut-être les cellules des foyers qui sont 
responsables de la production de la serpinE2. Afin de répondre à cette question, une lyse 
de cellules particulière avec du tampon Triton a été réalisée, en isolant d’une part, les 
cellules formant les foyers et d’autre part, les cellules au pourtour des foyers et qui sont 
demeurées à l’état de monocouche (fig. 16A). Ces lysats ont ensuite été utilisés pour faire 
un immunobuvardage en tentant de détecter la serpinE2 à même les lysats, chose que nous 
n ’avions pas réussie jusqu’à présent, étant donné la sécrétion de la protéine. La figure 16B 
démontre que ce sont les cellules qui constituent les foyers (foyers 1 et 2) qui expriment 
fortement la serpinE2.
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A. Cellules IEC-6 MEKca des foyers et cellules en monocouche
Cellules des foyers
Cellules en monocouche
B. Immunobuvardage Western sur lysats de cellules IEC-6 MEKca





Figure 16. Expression de la serpinE2 dans les lysats de foyers de cellules IEC-6 
MEKca.
(A) Les cellules IEC-6 MEKca post-confluentes (-25 jours) ont été lysées dans du 
tampon triton en prenant soin d ’isoler d ’une part, les cellules des foyers (foyers 1 et 2) et 
d’autre part, celles au pourtour des foyers et qui sont demeurées en monocouche 
(monocouche 1 et 2). Le total représente une lyse qui comprend l’ensemble des cellules 
contenues dans le pétri. (B) Les lysats ont ensuite été déposés sur gel SDS-PAGE 10% 
puis analysés pour l’expression de la serpinE2 par immunobuvardage en utilisant comme 
contrôles positifs, le liquide folliculaire (CTL+) et du milieu de culture concentré sans 
FBS de cellules MEKca post-confluentes (milieu).
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13. E f f e t  d ’in h ib it e u r s  s u r  l ’e x p r e s s io n  d e  l a  s e r p in E 2.
L’impact de l’inhibition de diverses voies de signalisation ou de protéines sur la 
sécrétion de la serpinE2, dans le milieu des cellules IEC-6 MEKca, a ensuite été vérifié. 
Pour ce faire, les cellules ont été traitées avec le U0126 (10 pM ), le LY294002 (15 pM ), 
le PD153035 (10 pM ), le NS-398 (10 pM ) ou l’inhibiteur des MMP-2/9 (20 pM ) à partir 
du jour 0, à intervalle de 24 heures et pendant 6 jours. Les différents milieux sans sérum 
concentrés ont ensuite été déposés sur gel, puis l ’expression de la serpinE2 a été analysée 
par immunobuvardge pour chacune des conditions. La figure 17 démontre que seule 
l’inhibition de MEK abolit complètement la sécrétion de notre protéine d ’intérêt.
14. E x p r e s s io n  d e  l a  s e r p in E 2 d a n s  l e s  l ig n é e s  c a n c é r e u s e s  c o l o r e c t a l e s  e t
UNE LIGNÉE TRANSFORMÉE PAR UN MUTANT DE RAS.
Comme il semble y avoir corrélation entre l’expression de la serpinE2 et la 
transformation, son expression au sein de lignées cancéreuses colorectales ainsi qu’une
v j  oc'lignée de cellules transformées par un mutant constitutif actif de Ras (K-Ras )  a été 
examinée. L’expression du messager de la serpinE2 a donc été analysée par RT-PCR dans 
les cellules Lovo, HT-29, HCT 116, Caco-2/15 et IEC-6 Rasvl2G. De l’ARN extrait de 
cellules normales fœtales humaines a été utilisé comme contrôle négatif. Les résultats de 
PCR démontrent une expression de la serpinE2 dans les cellules Lovo, HT-29 et HCT 116 
alors qu’on note son absence dans les cellules Caco-2/15 et les cellules normales 
humaines (fig. 18A). Pour ce qui est de la lignée IEC-6 RasVI2G, une bonne expression de 
la serpinE2 est détectée en comparaison avec les cellules IEC-6 YV utilisées comme 
contrôle négatif (fig. 18B).
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Figure 17. Effet d’inhibiteurs sur l’expression de la serpinE2.
Les cellules IEC-6 MEKca ont été traitées à partir du jour 0 à intervalle de 24 heures 
pendant 6 jours avec le U0126 (10 pM), le LY294002 (15 pM), le PD153035 (10 pM) ou 
le NS-398 (10 pM). Elles ont été incubées avec du milieu sans sérum la dernière journée 
et le milieu a été récolté puis concentré pour finalemeijt être déposé sur gel SDS-PAGE 
10%. L’expression de la serpinE2 a ensuite été analysée par immunobuvardage Western. 
Le liquide folliculaire de bovin a été utilisé comme contrôle positif (CTL+).
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Figure 18. Expression de la serpinE2 dans les lignées cancéreuses colorectales et 
une lignée transform ée par un m utant constitutif actif de Ras.
L’ARN a été isolé (A) de diverses lignées de cellules cancéreuses colorectales post- 
confluentes (Lovo, HT-29, HCT-116) et sous-confluentes (Caco-2/15) et (B) d’une lignée 
exprimant un Ras muté actif constitutivement (K-RasVI2G). L’ARN a ensuite été analysé 
par RT-PCR dans le but de vérifier l’expression du messager de la serpinE2 au sein de ces 
populations cellulaires, n = 4.
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15. M e s u r e  d e  l ’a c t iv it é  sé r in e  p r o t é a s e  d ans  l e  m il ie u  d es  c e l l u l e s  IE C -6  
M E K .
Il est connu que la serpinE2 fait partie d’une grande famille d’inhibiteurs de sérine 
protéases aux fonctions biologiques multiples (GETTINS, 2002). Comme il a été observé 
une augmentation de son expression et de sa sécrétion dans le surnageant des cellules 
IEC-6 MEKca, le niveau d ’activité sérine protéase présent dans le milieu de culture de ces 
cellules a été analysé en comparaison avec celui détecté dans le milieu des cellules 
MEKwt. Afin d’y arriver, la capacité de chacune de ces lignées cellulaires à hydrolyser un 
substrat fluorescent sensible à l’activité de sérine protéases a été analysée. Les résultats 
montrent bien, à la figure 19, une très faible activité sérine protéase dans le milieu des 
cellules MEKca (5pi). Cette plus faible activité est encore plus marquée lorsqu’on 
effectue la mesure sur une quantité de milieu représentative du nombre de cellules 
(MEKca nb. de cellules). Or, comme nous avons calculé un ratio de cellules CA/WT de 
2.8, cette dernière mesure d’activité sérine protéase a été effectuée sur un volume de 
milieu de 2.8 fois inférieur (l,79pl) à celui utilisé pour les cellules MEKwt (5 pl). Ce 
résultat peut donc fort bien coïncider avec une plus forte expression de la serpinE2 par les 
cellules MEKca.












MEKwt (5 ni) MEKca (5 (il) MEKca (nb. de cellules)
Figure 19. Activité sérine protéase dans les cellules IEC-6 MEK.
Des cellules IEC-6 MEKwt et MEKca post-confluentes ont été incubées 24 heures en 
présence de milieu de culture contenant 2% FBS. Leur milieu a ensuite été récolté puis 
concentré sur Centricon 10 et les cellules ont été comptées à l’hématimètre. 5pl de milieu 
de cellules MEKwt et MEKca ainsi qu’une quantité de milieu de cellules MEKca 
inversement proportionnelle au nombre de cellules comptées (MEKca nb. de cellules) ont 
ensuite été utilisés afin de déterminer l’activité sérine protéase présente dans le milieu de 
chaque type cellulaire. Cette activité est mesurée en analysant la capacité des échantillons 
à hydrolyser un substrat fluorescent sensible à l’activité sérine protéase. Les mesures ont 
été prises à intervalle d’une minute pendant une heure et les résultats d’activité sérine 
protéase obtenus sont exprimés par la pente de la courbe des 60 mesures. Ces résultats ont 
ensuite été exprimés relativement aux cellules MEKwt dont la valeur a été normalisée à 1. 
n = 3.
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CHAPITRE IV
DISCUSSION
1. I m p l ic a t io n  u n iq u e  d e  l a  c a s c a d e  d e s  MAPKs d a n s  l a  f o r m a t io n  d e  f o y e r s  
DES CELLULES IEC-6 MEKCA : RÔLE DE L’iSOFORME ERKlB.
Dans la portion initiale du travail, nous avons tenté de vérifier la part de 
responsabilité des voies de signalisation PI3K/Akt, MAPK ERKs, Wnt/(3-caténine, 
REGF/TGFa et COX-2/PGs dans l’hyperprolifération des cellules MEKca suivant 
l’atteinte de la confluence. Dans un premier temps, des inhibiteurs pharmacologiques de 
certaines protéines clés de ces voies de signalisation impliquées dans la prolifération 
cellulaire ont été utilisés. L’inhibition de la PI3K, du REGF, de la COX-2 ne prévient pas 
la formation des foyers cellulaires dans les cellules IEC-6 MEKca. De plus, seule 
l’inhibition de MEK, l’activateur en amont des MAPKs ERKs, a empêché la formation 
des foyers cellulaires (fig. 1). Supportant les résultats avec les inhibiteurs, aucune 
différence n ’a été observée dans l’activité du REGF, d’Akt et de COX-2 entre les 
populations IEC-6 MEKwt et MEKca (fig. 3 et 4). De plus, une analyse de la P-caténine a 
démontré une localisation membranaire et un niveau d’expression de la forme active 
similaire dans les deux populations cellulaires (fig. 5), suggérant que la voie P- 
caténine/Tcf n’est pas impliquée. Ainsi, seule la voie des MAPKs ERKs est impliquée 
dans la formation des foyers cellulaires, résultant de l’hyperprolifération des cellules à 
post-confluence.
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Lorsque les niveaux d’expression des formes phosphorylées des différentes 
isoformes des ERKs sont comparés, nous remarquons que ERK1 et ERK2 ne semblent 
pas plus activés dans les cellules IEC-6 MEKca comparativement aux cellules MEKwt. 
Un haut niveau de phosphorylation d’une isoforme des ERKs est plutôt observé dans les 
cellules MEKca post-confluentes (fig. 2), isoforme qui avait été identifiée comme étant 
ERKlb (BOUCHER et al., 2004). Cette isoforme est issue de l’épissage alternatif de 
ERK1 et consiste en un ajout de 26 acides aminés entre les résidus 340 et 341 de ERK1 
(YUNG et al., 2000). Lorsque les cellules MEKca sont traitées au jour 0 et pendant 
quelques jours avec le U0126, le LY294002 ou le PD153035, seul le U0126 fait 
disparaître les formes phosphorylées des ERKs dont l’isoforme ERKlb (fig. 2) en plus de 
prévenir l’apparition des foyers (fig. 1). Tous ces résultats laissent suggérer une très forte 
dépendance de la cascade MEK/ERK et plus particulièrement, une forte implication de 
Tisoforme ERKlb dans l’apparition du phénotype transformé chez les cellules MEKca. 
Cette isoforme ERK, principalement exprimée chez le rat, a d ’ailleurs déjà été démontrée 
pour être reliée à la transformation des cellules par Ras (YUNG et al., 2000). En fait 
ERKlb est moins sensible à l’action des phosphatases connues pour inactiver les ERK1/2, 
expliquant peut-être pourquoi Pisoforme ERK lb serait plus phosphorylée et active à post­
confluence dans les cellules IEC-6 MEKca. Une autre différence réside dans la 
localisation de cette isoforme. Il est connu que ERK lb est localisée au niveau nucléaire 
même lorsque les cellules sont quiescentes. Cette localisation nucléaire constitutive de 
ERKlb pourrait être à l’origine de la régulation différentielle de cette isoforme par les 
phosphatases, expliquant alors pourquoi une plus forte réponse aux stimuli, dans les 
cellules transformées, est observée (YUNG et al., 2000).
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Bien qu’une implication de la cascade des MAPKs soit depuis longtemps associée 
à la tumorigenèse épithéliale intestinale, ces résultats vont quelque peu à l’encontre de 
certains résultats obtenus par d’autres groupes. Une première étude a d’ailleurs démontré 
la nécessité d’une collaboration des voies PI3K/Akt et MAPKs dans la transformation des 
cellules épithéliales intestinales de rat (RIE) induite par Ras (SHENG et al., 2001). 
Cependant, il ne faut pas oublier que Ras et MEK ne possèdent pas les mêmes substrats. 
En effet, alors que MEK possède les ERKs comme seuls substrats connus, Ras possède, 
quant à lui, un plus grand éventail de cibles et peut concourir à la fois à l’activation de 
MEK mais aussi, à l’activation d’autres voies de signalisation telles que PI3K/Akt. Cette 
évidence pourrait ainsi justifier la différence obtenue en ce qui a trait à l’importance de 
chacune des ces voies de signalisation dans la transformation épithéliale intestinale. Une 
deuxième étude a pour sa part, illustré l’implication de l’enzyme COX-2 dans la 
transformation des cellules RIE médiée par MEK1 (KOMATSU et a l, 2005). Cependant, 
puisque le traitement avec les inhibiteurs pharmacologiques (LY294002 et NS-398) 
n ’empêche pas la formation des foyers cellulaires, cette observation suggère que le 
phénotype transformé obtenu dans notre population MEKca est indépendant de 
l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt et COX-2. Une explication possible de 
ces divergences dans le processus de transformation pourrait aussi s’expliquer par un 
bagage génétique différent des lignées intestinales immortalisées utilisées (RIE versus 
IEC-6) mais aussi, par des différences dans les stratégies de surexpression utilisées pour 
l’établissement des lignées cellulaires stables (transfections versus infections rétrovirales, 
clones stables versus populations stables).
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Après avoir déterminé le rôle de MEK dans la formation des foyers cellulaires, 
l’impact du U0126 sur le maintien des foyers déjà établis a été examiné. Une seconde 
série d’expérimentations a été entreprise dans lesquelles, cette fois-ci, des cellules post- 
confluentes ont été traitées avec l’inhibiteur de MEK (U0126). A notre grand étonnement, 
la disparition des foyers après quelques jours de traitement a été observée, ramenant les 
cellules sous un aspect de monocouche non proliférative typiquement observé suite à 
l ’atteinte de la confluence des cellules contrôles. De plus, le traitement au U0126 induit le 
détachement des cellules des foyers et un test d’exclusion au bleu trypan a permis de 
déterminer que la très grande majorité de ces cellules ne survivent pas à l’inhibition de 
MEK. Par ailleurs, il a été démontré dans plusieurs lignées cellulaires issues de cancers du 
sein et présentant une activation constitutive des ERKs, que le U0126 (inhibiteur de 
MEK) rendait ces cellules qui sont habituellement indépendantes d ’ancrage, sensibles à 
l’anoïkose alors que les cellules adhérentes, en présence du U0126, demeurent viables 
(FUKAZAWA et al., 2002). Finalement, un autre fait intéressant est que si l’on arrête le 
traitement avec l’inhibiteur après avoir fait disparaître les foyers, d ’autres foyers vont 
réapparaître.
Par la suite, la dépendance de cette mort cellulaire à l’égard de l’activation des 
caspases a ensuite été vérifiée. Une importante contribution de ces médiateurs de mort 
cellulaire est remarquée puisque la combinaison U0126 et ZVAD (inhibiteur général des 
caspases) entraîne une réduction importante du pourcentage de mort cellulaire (environ 
50%) (fig. 6B).
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Tous ces résultats indiquent que les cellules IEC-6 qui surexpriment le mutant actif 
de MEK1 ont acquis des propriétés prolifératives très dépendantes de la voie MEK/ERK 
qui favorisent la transformation et la survie de ces cellules. En effet, la formation des 
foyers, résultant de Thyperprolifération à confluence, implique aussi l’acquisition d ’une 
résistance à l’anoïkose. Ces résultats sont en accord avec la capacité des cellules à former 
des clones lorsqu’elles sont ensemencées en agar mou (BOUCHER et al., 2004). 
Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de l’acquisition de cette résistance 
à Tanoïkose par les IEC-6 MEKca restent encore à élucider. Plusieurs protéines 
régulatrices de la survie cellulaire sont connues pour être contrôlées par la voie 
MEK/ERK: Bcl-2 (CHANG et al., 2003), les pro-apoptotiques Bad et Bim qui sont 
inhibées par phosphorylation par les ERKs (PANKA et al., 2006), B c1Xl (MORI et al., 
2003; CHOI et SMITHGALL, 2004) et M cl-l (AKGUL et al., 2001). La régulation de 
l’activité de ces protéines pourrait conférer aux cellules IEC-6 MEKca une résistance à 
Tanoïkose.
2. R ô l e  d e s  MMPs d a n s  l ’in v a s io n  d e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s .
L’architecture des tissus est composée principalement de cellules et de matrice 
extracellulaire (MEC). Pour tous les types de cancer, la MEC est une barrière importante 
pour leur croissance, leur invasion et pour la formation de métastases. C’est en quelque 
sorte la capacité des cellules tumorales à contrer cette barrière qui va déterminer 
l ’agressivité du cancer. La matrice extracellulaire est une structure composée de 
collagènes, de glycoprotéines et de protéoglycanes dans laquelle sont emprisonnées bon 
nombre de molécules comme des facteurs ou des inhibiteurs de croissance. Bien qu’elle
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possède un rôle principal de support, il est maintenant reconnu qu’elle joue aussi un rôle 
dans la signalisation (COUSSENS et WERB, 1996; EGEBLAD et WERB, 2002).
Les métalloprotéases de la matrice (MMPs) sont une grande famille d ’enzymes 
sécrétées pour la plupart et impliquées dans le remodelage de la MEC (NAGASE et 
WOESSNER, 1999). Elles sont d ’abord synthétisées sous forme inactive (proforme) et 
nécessitent un clivage protéolytique leur permettant d’acquérir une activité. Bien qu’elles 
possèdent plusieurs fonctions biologiques normales, les MMPs sont depuis longtemps 
reconnues pour être impliquées dans le processus d ’invasion et de formation de 
métastases tumorales. L ’activité des MMPs peut être régulée à différents niveaux : 
transcriptionnel, post-traductionnel par activation enzymatique et par le biais d ’inhibiteurs 
endogènes appelés TIMPs (tissue inhibitors o f metalloproteases).
Il a été observé par micropuces d’ADN, dans notre population stable IEC-6 
MEKca, une diminution de l’expression de deux gènes TIMP soit TIMP-2 et TIMP-3 
(environ 2,5 fois). La diminution d’expression de ces protéines, par zymographie inverse, 
a d’ailleurs été analysée (fig. 13). En sachant que les TIMPs régulent l’activité des MMPs, 
des enzymes impliquées dans le processus d’invasion et de formation de métastases 
tumorales, la capacité invasive de nos deux populations cellulaires a ensuite été analysée. 
La population MEKca possède une capacité invasive (fig. 7C). Cette capacité est inhibée 
suivant un traitement avec le U0126 (fig. 7D) ou l’inhibiteur des MMP-2/9 (fig. 7E). 
L’implication des MMPs, vu leur contribution importante au sein du processus 
métastasique, a par la suite été explorée. À cet égard, l’activité métalloprotéase par 
zymographie a été analysée. Une première zymographie a d’ailleurs illustré la présence de
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deux activités gélatinases dans le surnageant de cellules MEKca. Ces activités gélatinases 
surviennent à des poids moléculaires pouvant très bien correspondre aux activités des 
MMP-2/9 (fig. 8A), d’autant plus qu’il a été montré que la transfection des cellules 
NIH3T3 avec un mutant actif de MEK provoque une surexpression de ces deux MMPs 
ainsi qu’un potentiel métastasique accru (WELCH et al., 2000). Dans le but de confirmer 
l’implication de ces dernières, une zymographie a été refaite en incubant le gel avec un 
inhibiteur spécifique de ces deux MMPs, ce qui a eu pour effet d ’inhiber les activités 
gélatinases détectées préalablement dans la population MEKca (fig. 8B). Également, une 
surexpression de l’ARN messager des MMP-2/9 a été démontrée par RT-PCR, 
surexpression qui corrèle bien avec leur niveau d’activité accru (fig.l2A et 12B). Cette 
augmentation d’activité peut être attribuable, du moins en partie, à une augmentation de 
l’expression transcriptionnelle de leur gène. Il est d’ailleurs connu que le facteur de 
transcription Ets-1 est le principal régulateur de plusieurs MMPs incluant les MMP-2/9 
(OKUDUCU et al., 2006). Les autres facteurs de transcription souvent rattachés à la 
régulation positive de ces MMPs sont le facteur NKkB, reconnu pour la MMP-9 (KNIPP 
et al., 2004; CHANDRASEKAR et al., 2006; ZHANG et al., 2006), en raison de la 
présence d’un site de liaison pour NFkB dans le promoteur de cette MMP (REUBEN et 
CHEUNG, 2006). L’autre facteur souvent impliqué est AP-1, autant pour la MMP-9 
(ALJADA et al., 2001; KNIPP et al., 2004; CHANDRASEKAR et al., 2006) que la 
MMP-2 (ALJADA et al., 2001; BERGMAN et al., 2003).
La dépendance de ces activités gélatinases à l ’égard de plusieurs voies de 
signalisation (MEK/ERK, PI3K/Akt, REGF) a ensuite été vérifiée. Suivant le traitement 
des cellules avec des inhibiteurs pharmacologiques correspondants, seule l’inhibition de
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MEK par le U0126 peut abolir la sécrétion de ces protéases (fig. 8A et fig. 9). Ce résultat 
corrèle d’ailleurs avec celui d ’une étude ayant démontré que le PD98059, un inhibiteur 
spécifique de MEK1, supprime la sécrétion et l’activation de la MMP-2 dans des cellules 
transformées par v-src alors que le traitement des mêmes cellules avec la wortmannin, un 
inhibiteur de la PI3K est sans effet (KURATA et al., 2000).
En plus de l’implication reconnue des MMP-2/9 dans le processus métastasique 
tumoral, deux autres MMPs sont également très souvent reliées à cet événement. Ce sont 
la MMP-7 et la MMP membranaire MT1-MMP (aussi appelée MMP-14). La 
surexpression de la MMP-7 a souvent été rapportée au sein de cancers colorectaux 
(YOSHIMOTO et a l, 1993; NEWELL et al., 1994). Il a d ’ailleurs été prouvé que la 
MMP-7 est importante pour la croissance des adénomes de côlon (WILSON et al., 1997), 
pour la tumorigénicité des cellules cancéreuses de côlon (WITTY et al., 1994) et bien 
évidemment, pour le potentiel invasif et métastasique des cellules cancéreuses (POWELL 
et al., 1993; YAMAMOTO et al., 1995). L’expression de la MMP-7 est souvent associée 
à une activation de la voie Wnt/p-caténine, en raison de la présence de sites de liaisons 
pour les facteurs TCF sur le promoteur du gène de la MMP-7. Malgré le fait que cette 
voie ne soit pas activée dans les cellules MEKca, une analyse de leur capacité à sécréter la 
MMP-7 a été effectuée. Une zymographie a été réalisée sur gel de (3-caséine, un substrat 
reconnu de cette MMP, mais aucune activité MMP-7 dans le milieu de culture de notre 
population MEKca n’a été remarquée (fig. 11).
La MT1-MMP ou MMP-14 a également attiré notre attention dans l’étude des 
principales MMPs rattachées au processus métastasique. Cette dernière est surexprimée
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dans plusieurs types de cancer incluant les carcinomes de côlon (MATSUMURA et 
TARIN, 1992; HEIDER et al., 1993; WIELENGA et al., 1993; MALHOTRA et al, 
2002). Cette MMP est de type membranaire (insoluble) et demeure donc ancrée sous sa 
forme active dans la membrane plasmique des cellules. Bien que son action soit assez 
localisée, la MT1-MMP peut dégrader plusieurs composantes de la MEC comme divers 
collagènes, la gélatine, des laminines, la fibronectine, la vitronectine, Taggrecan, la 
fibrine et le lumican (D'ORTHO et al., 1997). Son rôle primordial dans le processus 
d’activation de la proMMP-2 (SATO et al., 1994) semble particulièrement intéressant. Or, 
vu la sécrétion et l’activité accrues de la MMP-2 dans le surnageant de nos cellules 
MEKca, il semblait logique que ceci ne pouvait être possible sans une surexpression de la 
MT1-MMP, qui a été confirmée par RT-PCR (fig. 12C). Il est bien connu que la MT1- 
MMP est la principale MMP impliquée dans le processus d’invasion et de formation de 
métastases et que dans la majorité des cas, les MMP-2/9 ne font qu’amplifier son activité. 
Étant donné la relation qui existe entre la MT1-MMP et la proMMP-2 et le fait que la 
MMP-2 activée puisse activer à son tour bon nombre de MMPs dont la MMP-9 
(FRIDMAN et al., 1995), ceci pourrait suggérer la cascade suivante d’activation : MT1- 
MMP -> proMMP-2 -> MMP-2 -> proMMP-9 -> MMP-9, dans le milieu de culture des 
cellules IEC-6 MEKca.
En plus de leur rôle reconnu au sein des processus invasif et métastasique, les 
MMPs peuvent également stimuler la prolifération cellulaire, entre autres, en clivant et 
libérant des facteurs de croissance emprisonnés dans la MEC. La MT1-MMP a aussi été 
démontrée pour activer les ERKs (ITOH et SEIKI, 2006). Ces fonctions un peu moins 
connues des MMPs pourraient amplifier la propriété d’hyperprolifération des cellules
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MEKca. Afin de vérifier l’effet des MMPs sur la prolifération de ces cellules, l’impact de 
leur traitement à partir du jour 0 (pendant 6 jours), avec un inhibiteur spécifique des 
MMP-2/9, a aussi été regardé. La figure 14 démontre que l’inhibition de ces deux MMPs 
ne prévient pas complètement la formation des foyers cellulaires comme le faisait le 
U0126 (fig. 1F). Cependant, il semble quand même y avoir un ralentissement de la 
prolifération des cellules en comparaison avec les cellules IEC-6 MEKca non traitées qui 
forment des foyers cellulaires plus rapidement et significativement plus gros (fig.l A).
3 . Su r e x p r e s s io n  d e  l a  s e r p in E 2 e t  r ô l e  h y p o t h é t iq u e  d a n s  l a
TRANSFORMATION.
Dans la dernière portion du travail, la surexpression de la serpinE2 préalablement 
observée par l’analyse de micropuces d’ADN (surexpression de 30 fois) dans les cellules 
MEKca a d ’abord été confirmée par RT-PCR et immunobuvardage (fig. 16). La serpinE2, 
également appelée protéase nexin 1 (PN-1) est un inhibiteur de sérine protéases faisant 
partie de la grande famille des serpines. La serpinE2 possède de nombreuses protéases 
cibles incluant la trypsine, la thrombine, l’activateur du plasminogène et la plasmine 
(CUNNINGHAM et al., 1993). Dans notre modèle cellulaire, la surexpression de la 
serpinE2 semble très bien corréler avec un phénotype transformé et plusieurs preuves le 
démontrent. D ’abord, aucune expression de la serpinE2 à sous-confluence n ’est notée ni 
lorsque les cellules MEKca sont traitées avec le U0126, prévenant ainsi la formation des 
foyers (fig. 15). Lorsque nos cellules sont traitées avec d ’autres inhibiteurs qui 
n ’empêchent pas la formation des foyers (LY294002, PD153035 et NS-398), ces 
dernières vont exprimer la serpinE2 (fig. 17). De plus, l’immunobuvardage fait à partir de
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lysats isolés de cellules de foyers et de cellules en provenance des monocouches a 
d’ailleurs démontré une expression préférentielle de la serpinE2 par les cellules des foyers 
(fig. 16B). Finalement, l ’expression de la serpinE2 est détectée par RT-PCR au sein de 
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses colorectales et d ’une lignée cellulaire 
transformée par un Ras constitutif actif (fig. 18). Tous ces résultats semblent attribuer à la 
serpinE2, un rôle important dans la transformation. Ceci concorde d’ailleurs assez bien 
avec une étude ayant révélé une expression de cette protéine au sein de nombreux tissus 
cancéreux d’origine diverse alors que des tissus normaux ou inflammatoires en sont 
dépourvus (BUCHHOLZ et a l, 2003).
Bien qu’il puisse être attribué à la serpinE2 un lien étroit avec la transformation, il 
n ’est pas encore connu à quel niveau lui assigner son rôle. Certains auteurs prétendent une 
fonction possible et favorable de la serpinE2 dans le processus d’invasion et de formation 
de métastases (BUCHHOLZ et al., 2003). D ’autres ont pour leur part démontré une 
implication de celle-ci dans la prévention de l’anoïkose des cellules cancéreuses 
ovariennes en empêchant, par leur activité inhibitrice de protéases à sérine, la disruption 
des interactions cellule-matrice médiées par les intégrines (ROSSIGNOL et a l, 2004). A 
cet égard, l’activité inhibitrice de la serpinE2 envers les protéases à sérine, dans le milieu 
de cellules MEKca post-confluentes, a d’ailleurs été confirmée (fig. 19). Ce deuxième 
rôle potentiel attribué à la serpinE2 paraît particulièrement intéressant, d’autant plus si on 
se fie aux résultats obtenus avec les cellules MEKca post-confluentes traitées avec le 
U0126. En inhibant MEK, la sécrétion de serpinE2 est également inhibée empêchant ainsi 
de prévenir l ’anoïkose des cellules qui quittent alors les foyers suivant une perte de leur 
capacité à croître de manière indépendante d ’ancrage. Finalement, le départ de ces
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cellules se concrétise par une mort cellulaire. Ceci est d’autant plus intéressant du fait que 
les cellules qui meurent sont les cellules des foyers pour lesquelles une expression 
préférentielle de la serpinE2 par immunobuvardage sur lysats cellulaires a également été 
remarquée (fig.lôB).
Quoi qu’il en soit, bien que la serpinE2 semble jouer un rôle important pour nos 
cellules transformées, on peut se demander en quoi un inhibiteur de sérine protéases peut- 
il être utile pour des cellules transformées? Certes, il est justifié de penser à un rôle 
protecteur envers ces cellules à l’égard des nombreuses protéases, permettant ainsi de 
maintenir leur intégrité structurale et fonctionnelle. Il pourrait également être important au 
niveau de l’invasion et du processus métastasique, car il est bien connu que ces 
phénomènes constituent un processus dynamique qui nécessite une activité régulée autant 
de protéases que de leurs inhibiteurs. Or, certaines proMMPs peuvent aussi être activées 
par des protéases à sérine comme l’u-PA, le t-PA et la plasmine, des cibles connues de la 
serpinE2 (VAN DEN STEEN et al., 2001), renforçant ainsi cette idée.
4. C o n c l u s io n s  e t  p e r s p e c t iv e s .
Les résultats obtenus au cours de ma maîtrise démontrent que l’activation 
constitutive de la cascade MEK/ERKs, peut à elle seule, entraîner l ’apparition du 
phénotype transformé dans la lignée de cellules immortalisées de rat IEC-6. Cette cascade 
stimule donc la transformation épithéliale intestinale de manière indépendante des voies 
de signalisation PI3K/Akt, COX-2, de celle du REGF/TGFa et de la voie Wnt/p-caténine.
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Mise à part son implication dans la transformation, il a également été montré que cette 
cascade était essentielle pour la survie des cellules indépendantes d’ancrage (foyers).
En analysant quelques gènes cibles potentiels de la cascade MEK/ERK déterminés 
suite aux analyses par micropuces d’ADN, il a été établi que l’activation constitutive de la 
cascade MEK/ERK stimule l’expression et l’activité de protéines extracellulaires pouvant 
conférer aux cellules épithéliales intestinales les propriétés d ’invasion, 
d ’hyperprolifération et de survie.
Dans un avenir rapproché, il serait intéressant d’approfondir sur le volet serpinE2 
en regardant d’abord l’effet de l’inactivation de son gène sur le phénotype transformé des 
cellules MEKca. Ceci pourrait être accompli par interférence d’ARN et permettrait de 
voir l’impact de l’inhibition de l’expression de la serpinE2 sur le phénotype transformé 
des cellules MEKca, voire même, son impact sur leur capacité invasive. De plus, de la 
serpinE2 purifiée pourrait être ajoutée dans le surnageant des cellules MEKwt et ainsi être 
un atout dans la détermination de sa fonction. Finalement, il serait tout aussi intéressant 
d’analyser l ’effet de l’incorporation de serpinE2 purifiée dans le milieu de cellules 
MEKca post-confluentes traitées avec l’inhibiteur de MEK (U0126) afin de vérifier son 
rôle potentiel dans la survie cellulaire. Dans un dernier temps, il serait tout aussi fascinant 
de vérifier in vivo chez la souris, si l’injection de cellules surexprimant la serpinE2 
augmente la formation de métastases et l ’invasion. Des résultats préliminaires obtenus 
dans notre laboratoire ont démontré que l’injection sous-cutanée des cellules IEC-6 
MEKca dans la souris nue induisait la formation de tumeurs. Il serait intéressant de 
vérifier si les cellules IEC-6 MEKca dans lesquelles l’expression de la serpinE2 serait
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inhibée par interférence d’ARN, sont toujours capables de former des tumeurs in vivo, et 
également, si elles conservent cette propriété, vérifier si ces cellules possèdent une 
capacité métastasique malgré l’absence d’expression de la serpinE2. En effet, il a été 
démontré dans les cellules cancéreuses pancréatiques que l’expression de la serpinE2 
corrèle avec leur potentiel métastasique (BUCHHOLZ et al., 2003).
En ce qui a trait aux MMPs, il serait intéressant de pousser l’étude sur la MT1- 
MMP en regardant l’impact de son inhibition ou de sa diminution d’expression par 
interférence d’ARN sur l’invasion des cellules MEKca. Cette MMP est connue pour jouer 
un rôle central et précoce dans l’invasion cellulaire. Il serait également intéressant de 
pouvoir vérifier l’impact de son inhibition sur la prolifération des cellules MEKca ainsi 
que sur les niveaux de phosphorylation des différentes isoformes de ERKs. Du côté des 
MMP-2/9, il serait intéressant de vérifier l ’implication des facteurs de transcription Ets-1, 
NF-kB et AP-1, pouvant être activés par la voie MEK/ERK et impliqués dans la 
transcription de leur gène. Des expériences de liaison à l’ADN (EMSAs) et 
d’immunoprécipitation de la chromatine (Chip) sont d’ailleurs en cours dans notre 
laboratoire pour tenter d ’identifier le(s) facteur(s) de transcription responsable(s) de la 
transcription des gènes MMP-2/9.
D’autre part, il serait tout aussi fascinant d’analyser l’expression du CD44, une 
molécule d’adhésion cellulaire exprimée de façon ubiquitaire. Cette dernière est reconnue 
pour faciliter les interactions cellule-cellule et cellule-matrice (RUDZKI et al., 1997; 
PONTA et al., 2003) et est souvent surexprimée durant la transformation du côlon 
(WIELENGA et al., 1993; FOX et al., 1994; WOODMAN et al., 1996). Dans
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l ’épithélium de côlon normal, cette protéine est exprimée uniquement à la base des 
cryptes, dans les cellules en division (LAKSHMAN et al., 2004). On semble lui attribuer 
des rôles dans l’invasion et la survie cellulaire. Plusieurs études ont d’ailleurs démontré 
une corrélation négative entre l’expression du CD44 et l’apoptose des cellules 
cancéreuses humaines (YU et a l, 1997; BATES et al., 1998). De plus, plusieurs 
évidences suggèrent l ’importance du clivage de CD44 par la MT1-MMP dans le 
processus d ’invasion et de formation des métastases (KAJITA et al., 2001).
En conclusion, ce travail m ’a permis de constater à quel point la voie des MAPKs 
pouvait être un médiateur important dans la transformation épithéliale intestinale. Mes 
résultats suggèrent en effet que l’activation du sentier MEK/ERK serait suffisante pour 
induire la transformation des cellules cryptales intestinales et ce, indépendamment de 
Tactivation d’autres voies connues pour être également importantes pour le contrôle de la 
prolifération cellulaire intestinale. Ceci est en accord avec l’observation qu’une activité 
accrue des ERKs est souvent observée dans les tumeurs intestinales et que leur inhibition 
peut réduire la croissance des tumeurs intestinales in vivo (SEBOLT-LEOPOLD et al., 
1999). De plus, nos résultats suggèrent que la modulation de l’activité de protéases 
extracellulaires joue un rôle central dans l’expression de certains aspects du phénotype 
transformé intestinal tels que l’acquisition de la capacité d’invasion et la prolifération.
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